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1   Einleitung
1.1 Zytokine
Zytokine sind Proteine, die als Mediatoren der interzellulären Kommunikation eine
Vielzahl biologischer Prozesse eines multizellulären Organismus koordinieren. Zu
ihren Aufgaben gehören u. a. die Kontrolle von zellulären und humoralen
Immunantworten, Entzündungsprozessen, Akut-Phase-Antworten, Chemotaxis,
Tumorregression und Hämatopoese (Kishimoto et al., 1994). Zur Gruppe der
Zytokine zählen die Interleukine, Lymphokine, Monokine, Interferone, der
koloniestimulierende Faktor und der Tumornekrosefaktor (Thomson et al., 1991).
Anders als die endokrin wirkenden glandulären Hormone, die nur von wenigen
spezialisierten Zellen sezerniert werden, können Zytokine von einer Vielzahl
unterschiedlicher Zelltypen unmittelbar nach deren Stimulation synthetisiert und
sezerniert werden. Zytokine vermitteln ihre Funktionen über spezifische Rezeptoren,
die in löslicher oder membranständiger Form existieren können (März et al., 1999;
Rose-John und Heinrich, 1994). Die Bindung an ihren spezifischen Rezeptor leitet
eine intrazelluläre Signalkaskade ein, an deren Ende eine definierte Zellantwort
steht. Zytokine zeichnen sich durch ihr pleiotropes Wirkungsspektrum aus und häufig
wird ihre Aktivität durch andere Zytokine in additiver, synergistischer oder auch
antagonistischer Weise beeinflußt. Zudem sind die von Zytokinen in einem
bestimmten Zelltyp ausgelösten Signale häufig redundant, was sich durch die
Rekrutierung gemeinsam benutzter Rezeptoren erklären läßt.
1.2 Interleukin-11
Das humane Interleukin-11 (IL-11), erstmals kloniert 1990 (Paul et al., 1990), wurde
anfänglich als ein hämatopoetisches Zytokin mit thrombopoetischer Aktivität
beschrieben. Darüber hinaus konnte jedoch gezeigt werden, daß es von einer
Vielzahl von Zellen sezerniert wird und sich durch ein pleiotropes Wirkungsspektrum
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auf eine Vielzahl von Zellen, wie hämatopoetische Zellen, Hepatozyten, Adipozyten,
neuronale Zellen und Osteoblasten auszeichnet (Du und Williams, 1997). IL-11
stimuliert synergistisch mit anderen Wachstumsfaktoren verschiedene Stadien der
Hämatopoese in vivo und in vitro  (Neben et al., 1994; Yonemura et al., 1992). IL-11
ist ein Mediator der Akut-Phase-Reaktion, was auf seine anti-inflammatorische Rolle
in vivo hindeutet (Redlich et al., 1996; Trepicchio et al., 1996). Rekombinantes IL-11
ist ein wertvolles Therapeutikum: in einer klinischen Phase-II-Studie wurde gezeigt,
daß es aufgrund seiner thrombopoetischen Aktivität eine Chemotherapie-induzierte
Thrombozytopenie verbessern konnte (Tepler et al., 1996). IL-11 ist auch ein
entscheidender Faktor der weiblichen Fertilität, da die gezielte Deletion des IL-11-
Rezeptor (IL-11R)-Gens in Mäusen zur Infertilität weiblicher Mäuse führt, als
Konsequenz einer beeinträchtigten Trophoblastenimplantation (Robb et al., 1998).
Strukturell gehört IL-11 zu den sogenannten „Vier-Helix-Bündel“-Proteinen, die durch
vier antiparallele α-Helices A, B, C, D charakterisiert sind (Bazan, 1990 a, b). Die
beiden „aufwärts“ verlaufenden Helices A und B sowie die „abwärts“ verlaufenden
Helices C und D sind dabei durch einen langen loop, Helices B und C durch einen
kurzen loop  verbunden. Diese sogenannte „Vier-Helix-Bündel“-Struktur repräsentiert
ein Faltungsmuster, welches bisher ausschließlich bei Zytokinen beobachtet wurde
(Sprang und Bazan, 1993). Diese Proteine werden weiter unterteilt in die lang- und
kurzkettigen „Vier-Helix-Bündel“-Proteine (Nicola et al., 1994). IL-11 zählt zu der
ersten Unterfamilie. Diese umfaßt weiterhin Interleukin (IL)-6, IL-10, IL-12, leukemia
inhibitory factor (LIF), Oncostatin M (OSM), ciliary neutrophic factor (CNTF), Cardio-
trophin-1 (CT-1), Erythropoetin (Epo), granulocyte colony stimulating factor (G-CSF),
growth hormone (GH), Prolaktin (Prl), Interferon (IFN) α/β und Leptin. Kristall- und
NMR-Strukturen haben dieses Strukturmodell bestätigt, so gelang die Aufklärung der
Tertiärstruktur unter anderem für das humane GH (hGH) (DeVos et al., 1992),
hCNTF (McDonald et al., 1995), murinen LIF (mLIF) (Robinson et al., 1994), hIL-6
(Somers et al., 1997) und hOSM (Deller et al., 2000).
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1.3 Der Interleukin-11-Rezeptor
Zytokine vermitteln ihre biologische Funktion als interzelluläre Mediatoren über die
Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Oberfläche ihrer Zielzellen. Bislang sind
fünf Zytokin-Rezeptor-Familien aufgrund struktureller Charakteristika beschrieben
worden: die Immunglobulin-Superfamilie, Klasse-I- und Klasse-II-Zytokin-Rezeptoren
(Klasse-I: Hämatopoetin-Rezeptor-Familie; Klasse-II: Interferon-Rezeptor-Familie),
die Tumornekrosefaktor-, sowie die Chemokin-Rezeptor-Familie.
Der Interleukin-11-Rezeptor (IL-11R) gehört wie die meisten Rezeptoren mit einer
Funktion im Immun- und Hämatopoetischen System zu der Klasse-I-Zytokin-
Rezeptoren, die durch Homologien im extrazellulären Bereich charakterisiert sind
(Bazan, 1990b): growth hormone-Rezeptor (GHR), Prolaktin-Rezeptor (PrlR),
Erythropoetin-Rezeptor (EpoR), granulocyte colony stimulating factor-Rezeptor (G-
CSFR), Interleukin-6-Rezeptor (IL-6R), IL-11R, IL-3R, IL-2Rα,β, IL-4R, IL-7R, IL-9R,
IL-13R, IL-15R, leukemia inhibitory factor-Rezeptor (LIFR), Oncostatin M-Rezeptor
(OSMR), ciliary neutrophic factor-Rezeptor (CNTFR) und granulocyte/macrophage-
colony stimulating factor-Rezeptor (GM-CSFR). Alle sind Typ-I-Transmembran-
proteine mit extrazellulärem N-Terminus und zytoplasmatischem C-Terminus. Eine
Ausnahme bildet CNTFR, der über einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-Anker an
der Plasmamembran verankert ist (Davis et al., 1991).
Als gemeinsames Strukturelement besitzen Klasse-I-Zytokin-Rezeptoren im
extrazellulären Bereich mindestens ein sogenanntes „zytokinbindendes-Modul“
(ZBM), das aus zwei Domänen besteht, wobei die N-terminale Domäne vier
konservierte Cysteine aufweist und die C-terminale Domäne durch ein Tryptophan-
Serin-X-Tryptophan-Serin-Motiv gekennzeichnet ist. Strukturvorhersagen zufolge
bestehen diese Domänen jeweils aus sieben antiparallelen β-Faltblatt-Strängen und
gehören strukturell in die Familie der Fibronektin-Typ-III-Domänen (Bazan, 1990a).
Alle Rezeptoren enthalten eine Immunglobulin (Ig)-ähnliche Domäne, die entweder
am N-Terminus lokalisiert ist oder im Falle von LIFR und OSMR zwischen zwei ZBM
eingebunden ist (Yawata et al., 1993). Nach Sekundärstrukturvorhersagen wird das
ZBM beim IL-11R aus den beiden membranproximalen Domänen des extrazellulären
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Bereiches gebildet, die N-terminale Domäne besitzt eine Ig-ähnliche Faltung.
Abbildung 1.1 zeigt die Domänenarchitektur einiger Mitglieder der Klasse-I-Zytokin-
Rezeptoren.
Abbildung 1.1: Darstellung der Domänenarchitektur einiger Mitglieder der Klasse-I-
Zytokin-Rezeptoren. Die zytoplasmatischen Regionen sind grau unterlegt. Die
Farbkodierungen der extrazellulären Domänen sind in der Grafik angegeben.
Für den humanen IL-11R konnte die Existenz zweier Isoformen nachgewiesen
werden, die sich als Resultat von alternativem Exon-splicing in ihrer
zytoplasmatischen Region unterscheiden (Chérel et al., 1995). Die 400 Aminosäuren
umfassende Isoform codiert für ein transmembranes Glykoprotein mit kurzer
zytoplasmatischer Domäne (wie im Falle des IL-6R), während der um 32
Aminosäuren kürzeren Isoform die zytoplasmatische Domäne fehlt (wie im Falle von
CNTFR). Beide Isoformen haben ähnliche biologische Eigenschaften, was darauf
hindeutet, daß der zytoplasmatische Teil unbedeutend für die Signaltransduktion ist
(Lebeau et al., 1997).
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Hinsichtlich ihres Aktivierungsmechanismus lassen sich Klasse-I-Zytokin-Rezeptoren
in zwei Gruppen einteilen. In der Gruppe, die die spezifischen Rezeptoren GHR,
EpoR, PrlR und G-CSFR umfaßt, wird die intrazelluläre Signaltransduktion nach
Bindung des spezifischen Liganden durch die Homodimerisierung der Rezeptoren
ausgelöst. In der zweiten Gruppe erfolgt die Signalweiterleitung über eine
gemeinsame Rezeptoruntereinheit, die mit einem spezifischen Zytokinrezeptor eine
Homo- bzw. Heterodimerisierung eingeht. Bisher sind drei gemeinsame
Rezeptoruntereinheiten beschrieben worden: das Glykoprotein 130 (gp130), die
gemeinsame β-Kette für die Rezeptoren von IL-3, IL-5 und GM-CSF (Bagley et al.,
1997) und die gemeinsame γ-Kette für die Rezeptoren von IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 und
IL-15 (Wells, 1996).
Die Mitglieder der Interleukin-6-Rezeptor-Familie sowie die zugehörigen Zytokine, IL-
6 (Hibi et al., 1990), IL-11 (Fourcin et al., 1994; Hilton et al, 1994), virales IL-6 (v-IL-
6) (Rettig et al., 1997)), CNTF (Ip et al, 1992), LIF (Tomida et al, 1994; Ferrara et al,,
1992), OSM (Gearing et al, 1992), Cardiotrophin-1 (CT-1) (Pennica et al., 1995) und
novel neurotrophin-1/B cell-stimulating factor-3 (BSF-3) (Senaldi et al., 1999)
benutzen das Glykoprotein gp130 als gemeinsame signaltransduzierende
Untereinheit (Kishimoto et al., 1995) (Abb. 1.2). Als Konsequenz ergeben sich daraus
ähnliche und überlappende zelluläre Antworten. IL-11 und IL-6 signalisieren über ein
gp130-Homodimer, wohingegen CNTF, LIF, OSM, CT-1 und BSF-3 eine
Heterodimerisierung von gp130 und LIFR induzieren. Für OSM wurde zusätzlich ein
spezifischer OSMR beschrieben, der nach Ligandenbindung mit gp130 dimerisiert
(Taga und Kishimoto, 1997). Für IL-11, IL-6, CNTF und möglicherweise auch CT-1
(Pennica et al., 1996; Robeldo et al., 1997) ist zunächst die Bindung an ihren
spezifischen, nicht-signalisierenden α-Rezeptor (IL-11R, IL-6R, CNTFR) notwendig,
bevor eine Dimerisierung der signaltransduzierenden Rezeptorketten erfolgen kann.
Lediglich das v-IL-6 kann allein mit gp130 einen signalkompetenten
Rezeptorkomplex ausbilden (Abb. 1.2) (Hoischen et al., 2000).
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Abbildung 1.2: gp130 als gemeinsame signaltransduzierende Untereinheit der IL-6-Typ-
Zytokine. Zytokine sind schematisch als Kreise gezeigt, die signaltransduzierenden
Untereinheiten sind blau (gp130), magenta (LIFR) oder grün (OSMR) unterlegt. Die
spezifischen Zytokinrezeptoren sind rot (IL-6R), grün (IL-11R) oder oliv (CNTFR) dargestellt.
Die Existenz eines spezifischen α-Rezeptors für CT-1 ist noch umstritten.
Strukturell gehört gp130 ebenfalls zu der Hämatopoetin-Rezeptor-Familie (Hibi et al.,
1990). Der extrazelluläre Bereich des gp130 umfaßt sechs Domänen: eine N-
terminale Ig-ähnliche Domäne, zwei Fibronektin-Typ-III-ähnliche Domänen, die
gemeinsam das ZBM konstituieren und drei weitere Fibronektin-Typ-III-ähnliche
Domänen.
Weder gp130 noch die verwandten Rezeptorketten LIFR und OSMR besitzen
intrinsische Kinaseaktivität, ihre zytoplasmatischen Domänen sind jedoch über die
membranproximale box-I/box-II-Region konstitutiv mit Tyrosinkinasen der Janus-
Kinase-Familie assoziiert, die nach Ligandenbindung aktiviert werden (Lütticken et
al., 1994). Die durch Ligandenbindung induzierte Rezeptor-Oligomerisierung führt zur
Aktivierung und Phosphorylierung dieser Januskinasen (Jak1, Jak2 oder Tyk2)
(Murakami et al., 1991) (Abb. 1.3). Durch deren Aktivierung kommt es zur
Phosphorylierung von mindestens fünf Tyrosinseitenketten im membrandistalen box-
III-Motiv des gp130 (Baumann et al., 1994). An die Phosphotyrosinreste des gp130
binden die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 der STAT (signal transducers
and activators of transcription)-Familie über ihre SH2 (src homology 2)-Domänen
(Wegenka et al., 1993; Hemmann et al., 1996). Die rekrutierten STAT-Faktoren
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werden durch die Janus-Kinasen aktiviert und translozieren als STAT3/3 bzw.
STAT1/1 Homo- oder als STAT1/3 Heterodimere in den Zellkern und initiieren dort
die Transkription der entsprechenden Zielgene.
Abbildung 1.3: Signaltransduktionsweg der IL-6-Typ-Zytokine. Nach Zytokin-induzierter
Dimerisierung von gp130 bzw. gp130/LIFR werden Tyrosinkinasen der Jak-Familie aktiviert.
Die anschließende Phosphorylierung von Tyrosinseitenketten des gp130 führt zur
Rekrutierung der STAT-Faktoren STAT1 und STAT3. Die STAT-Faktoren werden daraufhin
phosphoryliert, dimerisieren und wandern in den Kern. Anschließend erfolgt die positive
Regulation und Expression von Akut-Phase-Genen und deren Proteine (APP). Mechanismen
die zur Abschaltung des Signals führen sind Rezeptor-Endozytose, Induktion von Inhibitoren
der SOCS- und PIAS-Familie. Auch wird eine negative Regulation durch die Phosphatase
SHP-2 diskutiert.
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Für die negative Regulation der IL-6-Typ-Zytokin-Signaltransduktion werden
verschiedene Mechanismen diskutiert: die Degradation der STAT-Faktoren durch
nukleäre Proteasomen (Kim und Maniatis, 1996), die Dephosphorylierung des
Rezeptors, der Janus-Kinasen oder STAT-Faktoren durch eine Tyrosinphosphatase
(Haspel et al., 1996) sowie die negative Regulation der Oberflächenrezeptor-
Expression durch Endozytose (Zohlnhöfer et al., 1992). Kürzlich wurde die Synthese
von intrazellulären Inhibitoren aus der Familie der supressors of cytokine signalling
(SOCS) und protein inhibitors of activated STATs (PIAS) beschrieben (Starr et al.,
1997; Chung et al., 1997), die mit den Signalmolekülen interagieren. Die Expression
der SOCS-Proteine wird durch IL-6-Typ-Zytokine induziert (Naka et al., 1997).
SOCS1 bindet an die Janus-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 und hemmt so deren
Kinase-Aktivität. PIAS3 blockiert die Bindung von STAT3 an die DNA und verhindert
damit die STAT3-vermittelte Genaktivierung (Endo et al., 1997).
1.4 Interleukin-6-Typ-Zytokin/Rezeptor-Interaktionen
Die Auflösung der Kristallstruktur des humanen GH/GHR-Komplexes (De Vos et al.,
1992) gilt als Pionierarbeit, da sie erstmals Einblicke in die strukturellen Grundlagen
der Rezeptor-Erkennung von „Vier-Helix-Bündel“-Zytokinen gewährte. Ein Molekül
GH bindet an zwei identische Rezeptor-Untereinheiten und formt so einen
homodimeren Rezeptorkomplex. Zwei Hauptinteraktionsflächen (sites) des Liganden,
site I und site II, binden jeweils ein ZBM einer Rezeptoruntereinheit.
Bemerkenswerterweise benutzen beide Rezeptor-Untereinheiten identische
Aminosäurereste zur Ligandenbindung, obwohl die Epitope des Liganden
unterschiedlich sind. Durch das gezielte Einführen von Alanin-Mutationen sowohl im
GH als auch im GHR wurden die für die Bindung verantwortlichen Aminosäurereste
identifiziert (Cunningham und Wells, 1989). Site I umfaßt dabei die Reste im GH, die
in der C-terminalen Region von Helix D, in Helix A und im AB-loop liegen. Site II wird
durch Reste in den Helices A und C gebildet.
Die Kontaktstellen von IL-11 mit der α-Rezeptoruntereinheit IL-11R wurden kürzlich
durch eine Kombination aus molekularem Modellbau und zielgerichteter Mutagenese
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identifiziert (Tacken et al., 1999; Barton et al., 1999). Es wurden drei
Hauptinteraktionsflächen identifiziert (Abb. 1.4), die strukturell und funktionell analog
zu den drei bereits beschriebenen distinkten Rezeptor-Bindungsstellen im IL-6 und
CNTF sind (Ehlers et al., 1994; Krüttgen et al., 1995). Aminosäurereste im C-
terminalen Bereich von Helix D und des AB-loop, sowie im N-terminalen Bereich von
Helix A bilden site I, das α-Rezeptorbindungsepitop. Site II umfaßt Aminosäurereste
in den Helices A und C und bildet ein universales gp130-Bindungsepitop. Einer
zusätzlichen site III, die kein Äquivalent in GH besitzt, konnten Aminosäurereste in
der N-terminalen D-Helix, im C-terminalen CD-loop und im N-terminalen AB-loop
zugeordnet werden (Tacken et al., 1999; Barton et al., 1999). Abhängig vom Zytokin,
stellt site III ein Bindungsepitop zur Rekrutierung von LIFR, OSMR oder von einem
zweiten gp130 Molekül dar. Im Falle von LIF konnte keine site I identifiziert werden,
LIF interagiert über site II mit gp130 und über site III mit LIFR (Hudson et al., 1996).
Für die Zytokine OSM, CT-1, v-IL-6 und BSF-3 liegen diesbezüglich noch keine
Studien vor.
Abbildung 1.4: Molekulares Modell des humanen IL-11, generiert auf der Grundlage der
Kristallstruktur von CNTF (Ribbon-Präsentation) (Tacken et al., 1999). Die mutagenisierten
Aminosäurereste und ihre Lokalisation innerhalb site I, site II und site III sind gezeigt. Die
Helices (A, B, C, D) und die loops (AB, BC, CD) sind entsprechend markiert.
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1.5 Ziele der Arbeit
Über die Struktur der Liganden/Rezeptor-Komplexe der hämatopoetischen
Rezeptorfamilie ist bisher wenig bekannt. Bislang sind lediglich die Strukturen des
humanen GH/GHR-Komplexes (De Vos et al., 1992) und des humanen GH/PrlR-
Komplexes (Somers et al., 1997) gelöst worden. Auf der Grundlage der Struktur des
GH/GHR-Komplexes sollte in der vorliegenden Arbeit ein Modell des IL-11/IL-11R
Komplexes erstellt werden. Mit Hilfe des molekularen Modells sollten die Epitope des
IL-11R identifiziert werden, welche die Ligandenbindung vermitteln. Durch
rekombinante Expression der zytokinbindenen Bereiche des IL-11R und
nachfolgender funktioneller und struktureller Charakterisierung sollten die
Voraussagen des molekularen Modells verifiziert werden.
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2   Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden in pro analysis Qualität eingesetzt. Soweit nicht anders
angegeben, wurden Enzyme von den Firmen Boehringer Mannheim und AGS
verwendet.
2.1.2 Zytokine und Rezeptoren
Trx-IL-11 rekombinantes Fusionsprotein aus humanem IL-11 und
Thioredoxin wurde nach der Methode von Dahmen et al.
(1998) hergestellt.
IL-11R-IL-2 rekombinantes Fusionsprotein aus humanem IL-11R und
humanen IL-2 wurde wie beschrieben präpariert (Blanc et
al., 2000).
2.1.3 Antikörper
E24.2 monoklonaler Antikörper gegen die dritte Domäne des
humanen IL-11R (Blanc et al., 2000).
Ziege-anti-Maus-Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich von
Mausimmunglobulin; Peroxidase (HRP)-konjugiert (Dako).
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2.1.4 Plasmide und Oligonukleotide
Plasmide
pET3d bakterieller Expressionsvektor, enthält einen T7 Promotor, sowie
eine β-Lactamase-Sequenz, Ampicillinresistenz (Invitrogen).
pSVL-IL-11R eukaryotischer Expressionsvektor, enthält die cDNA des
humanen IL-11R.
Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG bezogen. Zur DNA-Amplifikation
der kodierenden Bereiche der Extrazellulärdomänen von IL-11R bzw. zur
Mutagenese durch PCR wurden folgende Oligonukleotide als Primer benutzt (über
die PCR-Primer wurde das Konstrukt mit einer NcoI-Schnittstelle am 5’-Ende und
einer BamHI- bzw. HindIII-Schnittstelle am 3’-Ende versehen).
Oligonukleotide (s:sense; as: antisense):
D2 NcoI-s: 5´-GGT GGT GCC ATG GGC TAC CCT CCA GCC CGC-3´
D2 BamHI-as: 5’-GGT GGT GGG ATC CTA GCG CAA GAT GCT CTG C-3’
D3 NcoI-s: 5’-GGT GGT GCC ATG GAG AGC ATC TTG CGC CCT GAC-3’
D3 BamHI-as: 5’-GGT GGT GGG ATC CTA CCC AGT GCT CGG AGT TC-3’
D3 HindIII-as: 5’-CCG GAA GCT TAC TCC ACC TCT GGC TGC GT-3’
D3 Mutante-s: 5’-TCC TGG CCG GCC CAG CCC CAC TTC CTG-3’
D3 Mutante-as: 5’-GTG GGG CTG GGC CGG CCA GGA GGC AGG-3’
2.2 Zellbiologische Methoden
Zur Klonierung wurde der E. coli  Stamm JM83 verwendet (Yanisch-Perron et al.,
1985). Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium unter Zugabe des
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entsprechenden Antibiotikums. Für die Langzeitaufbewahrung wurden Bakterien in
LB-Medium mit 15% Glycerin bei -80°C eingefroren.
LB-Medium: 5 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt (Difco)
10 g/l Bactotrypton (Difco)
10 mM Tris/HCl, pH 8,0
1 mM MgSO4
Die Proteinexpression erfolgte in E. coli BL21DE3pLysS (Studier et al., 1990).
Bakterien wurden in LB-Medium, supplementiert mit 50 µg/ml Ampicillin und 30 µg/ml
Chloramphenicol, in einem thermostatisierten Schüttelkolben bei 200 Upm und 37°C,
kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression durch Derepression der RNA-
Polymerase erfolgte beim Erreichen einer Bakteriendichte von A600 = 0,6 durch die
Zugabe von IPTG  (Endkonzentration 0,5 mM). In Gegenwart des IPTG wurden die
Bakterien dann weitere 3 h bei 200 Upm und 37°C inkubiert.
Zur Markierung der rekombinanten Proteine mit 15N wurde die Expression in
Minimalmedium durchgeführt unter Zugabe von 15N-markiertem Ammoniumsulfat
(Cambridge Isotope Laboratories).
Minimalmedium: 6 g/l Na2HPO4
3 g/l KH2PO4
2 g/l NaCl
0,2 g/l MgCl2
1 g/l (NH4)2SO4
2 g/l D-Glucose
Material und Methode14
2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Herstellung kompetenter Bakterien
Aus einer 50 ml Übernachtkultur wurden 500 ml LB-Medium mit Bakterien zu einer
A600 von 0,02 angeimpft. Unter Schütteln wurden die Bakterien bis zum Erreichen
einer A600 von 0,6 bei 37°C inkubiert. Je 50 ml Bakteriensuspension wurden 10 min
mit 3000 g bei 4°C sedimentiert. Das Bakteriensediment wurde in 15 ml kaltem TFB I
(pro 50 ml Bakteriensuspension) vorsichtig resuspendiert und nachfolgend für 90 min
auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde das Bakteriensediment in
2 ml kaltem TFB II aufgenommen und in Aliquots zu jeweils 400 µl bei -70°C
eingefroren.
TFB I: 100 mM RbCl
50 mM MnCl2
30 mM CH3COOK
10 mM CaCl2
15 % Glycerin
pH 5,8 einstellen mit 0,2 M Essigsäure
TFB II: 10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CaCl2
15% Glycerin
2.3.2 Transformation von Bakterien
100 µl kompetente Bakterien wurden mit 1 ng Plasmid-DNA bzw. 10 µl eines
Ligationsansatzes versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine
Hitzeschock-Inkubation für 1 min bei 42°C. Nach erneutem Abkühlen der Bakterien
wurden diese in 1 ml LB-Medium aufgenommen und 45 min bei 37°C inkubiert,
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abzentrifugiert, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und auf LB-Agarplatten,
supplementiert mit den geeigneten Selektionsmarkern (50 µg/ml), ausplattiert. Die
Agarplatten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert und nachfolgend die gewachsenen
Bakterienkolonien analysiert.
2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab
Plasmid-DNA zur Sequenzierung und Restriktionsanalyse wurde aus 3 ml
Übernachtkulturen mit Hilfe eines Plasmidminipräparationskits (Quiagen) nach
Herstelleranleitung isoliert.
2.3.4 Isolierung von Plasmid-DNA im präparativen Maßstab
Zur Gewinnung von Plasmid-DNA im präparativen Maßstab (50-500 µg), wurden
Übernachtkulturen von 50-500 ml mit Hilfe von Midi- bzw. Maxi-Plasmid-
präparationskits (Quiagen) nach Herstelleranleitung aufgearbeitet.
2.3.5 Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren
Die Konzentration der Nukleinsäure-Lösungen wurde photometrisch über die
Absorption bei 260 nm bestimmt, wobei A260nm=1 der Konzentration von 50 µg
doppelsträngiger DNA pro ml Lösung entspricht. Zur Beurteilung der Reinheit der
DNA-Lösungen wurde der Quotient A260nm/A280nm ermittelt, ein Quotient von 1,7-2,0
deutet auf eine saubere Nukleinsäurepräparation hin.
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2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion
Alle in dieser Arbeit beschriebenen Konstrukte sowie Mutationen wurden mittels
PCR-Technik erzeugt (Sambrook et al., 1989). Als DNA-Matrize diente der Vektor
pSVL-IL-11R. Synthetische Oligonukleotide dienten als Primer für die Vent-DNA-
Polymerase.
Ansatz der PCR-Reaktion: 1-10 ng DNA-Matrize
0,5 nmol Primer
5 µl dNTPs (je 250 µM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
0,5 U Vent DNA-Polymerase
ad 50 µl H2O
Reaktionszyklen: 60 s 96°C erste Denaturierung
120 s 50°C Primer-Bindung
120 s 72°C Extension
30 s 94°C Denaturierung
300 s 72°C letzte Extension
Es wurden 30 Zyklen durchlaufen.
2.3.7 Enzymatischer Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte nach Standardvorschriften
(Sambrook et al., 1989), jeweils modifiziert nach den Empfehlungen der
Enzymhersteller. Die Inkubationszeiten betrugen 1 h bis 3 h.
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2.3.8 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten
Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf 1 %igen
Agarosegelen (SeaKem-LE-Agarose, Biozym) in TAE-Puffer bei konstanter
Spannung von 8 V/cm. Der Agarose wurden 0,1 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt,
wodurch die Banden unter UV-Licht sichtbar wurden. Zur Markierung der Lauffront
wurden die Restriktionsansätze mit gleichem Volumen zweifach konzentriertem
DNA-Probenpuffer versetzt. Als DNA-Längenstandard diente EcoRI und HindIII
verdaute Lambda-DNA.
2xDNA-Probenpuffer: 20 % Ficoll
1,0 % SDS
0,1 % Bromphenolblau
10xTAE-Laufpuffer: 108 g/l Tris-Base
8,3 g/l EDTA
55 g/l Borsäure
2.3.9 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die nach Restriktion oder PCR-Reaktion erhaltenen und im Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des Qiaex II-Kits
(Qiagen) gemäß Herstellerprotokoll aus der Gelmatrix isoliert.
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2.3.10 Dephosphorylierung linearisierter DNA
Die endständige 5’-Phosphatgruppe linearisierter Vektoren wurde entfernt, um die
Wahrscheinlichkeit einer Vektor-Religation zu vermindern und so die Effizienz der
gewünschten Insertion von Fremd-DNA zu erhöhen. 100-200 ng DNA wurden mit 1
U alkalischer Phosphatase 30 min bei 37°C inkubiert. Die Abtrennung des Enzyms
erfolgte anschließend über Agarosegelelektrophorese.
2.3.11 DNA-Ligation
Die Ligation doppelsträngiger DNA erfolgte durch die T4-DNA-Ligase. 10-20 ng
linerarisierten Vektors wurden mit einem zwei- bis zehnfachen molaren Überschuß
des Inserts versetzt und für 2-16 h bei 20°C inkubiert. Anschließend wurden
kompetente Bakterien mit den Ligationsansätzen inkubiert.
10xLigationspuffer: 440 mM  Tris/HCl pH 8,0
220 mM  Tris/HCl pH 7,4
100 mM  DTT
100 mM  MgCl2
5 µg/ml  BSA
10 mM  ATP
2.3.12 Automatische DNA-Sequenzierung
Doppelsträngige Plasmid-DNA wurde unter Verwendung fluoreszenzmarkierter
Didesoxynukleotide mit dem PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle
sequencing Kit (Perkin Elmer) sequenziert, der auf der Didesoxy-Methode nach
Sanger et al. (1977) beruht. Sequenzierungen erfolgten mit einem ABIprism Modell
310 Sequenzierer (Applied Biosystems).
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Die PCR-Reaktion wurde wie folgt angesetzt:
8,5 µl Terminator Premix
1,0 ng DNA-Matrize
3-5 pmol Oligonukleotid-Primer
ad  20 µl Wasser (ad iniectabilia)
Die DNA-Matrize wurde in 30 Reaktionszyklen in einem Thermocycler unter Einbau
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide amplifiziert. Ein Reaktionszyklus bestand
aus:
20 s 96°C Denaturierung
40 s 48°C Primer-Bindung
120 s 60°C DNA-Extension
240 s  60°C letzte Extension
Nach abgeschlossener Amplifikation wurde die DNA-Probe mit 10 µl 3 M
CH3COONa (pH 5,2) und 50 µl 100 % Ethanol 20 min bei -20°C gefällt und
abzentrifugiert (30 min, 14000 g). Das DNA-Sediment wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 3,4 µl deionisiertem
Formamid und 0,6 µl 50 mM EDTA (pH 8,0) gelöst. Nach Denaturierung der Proben
bei 90°C für 2 min, wurden die DNA-Fragmente mittels Kapillarelektrophorese
aufgetrennt.
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2.4 Proteinchemische Methoden
2.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden
Bedingungen wurde die Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach
Laemmli (1970) in einer vertikalen Flachgelkammer durchgeführt. Die zu
analysierenden Proben wurden in zweifach konzentriertem, reduzierendem oder
nichtreduzierendem Laemmli-Puffer aufgenommen und 10 min bei 95°C denaturiert.
Unlösliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation (15 s, 14000 g) abgetrennt. Die
Elektrophorese erfolgte mit 30 mA bei 20°C.
Acrylamidlösung: 22,2 % Acrylamid
0,6 % Bisacrylamid
4xTrenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCl pH 8,8
0,4 % SDS
4xSammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCl pH 6,8
0,4 % SDS
10xLaufpuffer: 0,25 M  Tris-Base
1,92 M  Glycin
1 %  SDS
2xProbenpuffer: 20 % Glycerin
 4 %  SDS
 1,25 mM Tris/HCl
 0,002 % Bromphenolblau
 10 % 2-Mercaptoethanol (bei reduzierendem Puffer)
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2.4.2 Elektroblot und Immundetektion
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden durch Elektro-Transfer auf eine
PVDF-Membran übertragen (Kyshe-Anderson, 1984). Der Transfer erfolgte in einer
Semi-Dry-Blot-Kammer mit diskontinuierlichem Puffersystem. Zur Unterdrückung
unspezifischer Bindungen wurde die Membran anschließend 10 min mit einer 10
%igen Rinderserumalbumin Lösung in TBS-N abgesättigt. Die Membran wurde unter
gleichmäßigem Schwenken mit der jeweiligen Antikörperlösung (1 µg/ml in TBS-N) 1
h inkubiert, viermal für je 5 min mit TBS-N gewaschen und mit der entsprechenden
Lösung eines Peroxidase-konjugierten Sekundär-Antikörpers behandelt. Die
entstandenen Immunkomplexe konnten mit Hilfe des ECL-Detektionssystems auf
Röntgenfilmen visualisiert werden (ECL = enhanced chemiluminescence, Amersham
Pharmacia Biotech).
TBS-N: 20 mM Tris/HCl (pH 7,4)
137 mM NaCl
0,1 %  Nonidet P-40
2.4.3 Proteingelfärbungen
Proteinmengen bis zu 100 ng wurden mit einer Coomassie-Färbung detektiert. Dazu
wurde das Polyacrylamidgel 1h bei Raumtemperatur in Coomassie-Lösung gefärbt
und anschließend mit Entfärbelösung behandelt.
Coomassie-Färbelösung: 0,25 % Coomassie Blue G250
10 % Essigsäure
30 % Isopropanol
Entfärbelösung: 10 % Essigsäure
10 % Methanol
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Zur Detektion von Proteinmengen zwischen 1-100 ng wurde eine Silberfärbung
durchgeführt. Das Polyacrylamidgel wurde nach der Elektrophorese nacheinander
jeweils 10 min in der Fixierlösung 1 und 2 geschwenkt. Anschließend wurde das Gel
dreimal mit Wasser, 60°C gewaschen. Das Gel wurde mit Reduktionslösung 30 s
behandelt, dann dreimal mit Wasser gewaschen. Zur Imprägnierung wurde das Gel
12 min in Silbernitratlösung geschwenkt und erneut kurz mit Wasser gewaschen.
Das Gel wurde solange in Entwicklerlösung gegeben, bis die Proteinbanden sichtbar
wurden. Der Färbevorgang wurde anschließend durch Zugabe der Stoplösung
beendet.
Fixierlösung 1: 40 % Methanol
10 % Essigsäure
Fixierlösung 2: 10 % Ethanol
5 % Essigsäure
Reduktionslösung: 4 g/l Farmer´scher Abschwächer (Tetenal)
Entwicklerlösung: 29 g/l Na2CO3
       0,02 % HCHO
Stoplösung: 7 % Essigsäure
2.4.4 Reinigung und Solubilisierung von inclusion bodies
Die Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation geerntet und in PBS/0,02 % Triton
resuspendiert. Vollständige Lyse der Bakterien und eine Anreicherung der inclusion
bodies wurde durch einen dreimaligen Frier-/Tauzyklus der Bakteriensuspension,
gefolgt durch eine 4 minütige Ultraschallbehandlung und mehreren Waschschritten
erreicht. Die so angereicherten inclusion bodies wurden in einer Lösung aus 6 M
Guanidiniumhydrochlorid, 20 mM Tris/HCl, pH 8,0, 100 mM DTT solubilisiert und
anschließend bei 50°C im Wasserbad für 60 min inkubiert. Die unlöslichen
Bestandteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt, die Proteinkonzentration im
Solubilisat lag in der Regel bei 10-15 mg/ml.
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2.4.5 Proteinrenaturierung und -reinigung
Solubilisierte inclusion bodies wurden in vitro  renaturiert durch schnelle 1:100
Verdünnung in 20 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl bei 4°C.
Renaturiertes Protein wurde mittels Gelchromatographie über eine Superdex 75,
26/60 Säule (Pharmacia) mit einer konstanten Flußrate von 1 ml/min gereinigt. Als
Elutionspuffer diente eine Lösung mit 20 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl.
2.4.6 Aufkonzentrieren von Proteinlösungen
Die Proteinlösungen wurden in Centriprep 10-Konzentratoren (Millipore) nach
Herstellerangaben konzentriert.
2.5 Spektroskopische Methoden
2.5.1 UV/VIS-Spektroskopie
Absorptions-Spektren im UV- und VIS-Bereich wurden mit einem Doppelstrahl-
Spektrometer Cary 1 Bio UV-Visible (Varian australia Pty, Ltd.) aufgenommen und
bezüglich der Eigenabsorption der Lösungsmittel und der Küvettenstreuung
korrigiert. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der molare Extinktions-
koeffizient nach Waxman et al. (1993) verwendet.
2.5.2 CD-Spektroskopie
CD-Messungen wurden im nahen UV-Bereich (250-320 nm) mit einem Jasco J-600
Spektropolarimeter (Japan Spectroscopic Co., Ltd.), im fernen UV-Bereich (185-250
nm) mit einem Aviv CD-Spektrometer Modell 62 DS (AVIV Associates, Inc.),
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ausgestattet mit einer thermostatisierbaren Küvettenhalterung, durchgeführt. Die
Spektrometer wurden mit einer 0,1 %igen wäßrigen (1S)-(+)-Campherlösung geeicht
(Chen und Yang, 1977). Die spektralen Bandbreiten lagen bei 1 nm (Jasco) bzw. bei
2 nm (Aviv). Die gemessene Elliptizität wurde auf das mittlere Molgewicht der
Aminosäurereste bezogen: [θ]MRW[grad · cm2 · dmol-1]. Die Meßtemperatur wurde der
Temperaturstabilität der gemessenen Proteine angepaßt. Zur Bestimmung der
Temperaturstabilität der Proteine, wurde die Meßtemperatur schrittweise bis zur
vollständigen Denaturierung des untersuchten Proteins erhöht.
2.5.3 Fluoreszenzspektroskopie
Zeitaufgelöste Fluoreszenz wurde mit dem Spektrometer Modell 199 der Firma
Edinburgh Instruments gemessen, das im Single-Photon-Counting Modus (SPC)
arbeitet. Die Anregungs-Wellenlänge betrug 295 nm, die Temperatur 10°C; der
Lampenpuls wurde aufgenommen bei 345 nm und die Bandbreite des
Anregungsmonochromators betrug 8 nm. Zur Unterdrückung des Streulichts erster
und zweiter Ordnung wurden Filter (WG 320 und UG 11 RB) der Fa. Schott, Mainz
verwendet. Die Einzelphotonenereignisse wurden akkumuliert, bis sich 8x104
Ereignisse im Kanal mit dem höchsten Eintrag befanden. Der Lampenpuls wurde mit
einer Suspension von Ludox (Dupont) bei 345 nm aufgezeichnet. Die
Datenverarbeitung erfolgte mit einem Software-Paket der Firma Edinburgh
Instruments Ltd. Das Abklingen der Fluoreszenzintensität I(t) läßt sich mit Hilfe
folgender Formel beschreiben:
bi sind die der Lebenszeit τi zugeordneten Amplituden.
Die Einführung der relativen Amplitude (Bj) als:
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erlaubt die Berechnung der mittleren Fluoreszenzlebensdauer (<τ>) eines
Fluorophors:
Das Abklingen der Anisotropie wird durch eine Summe von Exponentialfunktionen
beschrieben, wobei mit dem vorliegenden Instrument ein Auflösungsvermögen von
maximal zwei Exponentialfunktionen erreicht werden kann (Bucci und Steiner, 1988):
Hierbei ist φi die Rotationskorrelationszeit, mit der die Anisotropie ri abklingt. r∞ ist der
Grenzwert der Anisotropie für t → ∞. Der Grenzwert r0 der Anisotropie für t → 0 ist
die Summe aller Anisotropien:
Aus der hydrodynamischen Theorie folgt für die Rotationskorrelationszeit φ eines
starren kugelsymmetrischen Körpers:
V ist das hydratisierte Volumen des Moleküls (in cm3), η die dynamische Viskosität
des Lösungsmittels (in cP), k die Boltzmann-Konstante und T die absolute
Temperatur.
Das Volumen von Proteinen unter Berücksichtigung ihrer Hydrathülle läßt sich mit
Hilfe ihres Molekulargewichts M (in g/mol) berechnen:
Dabei ist L die Loschmidt-Zahl, <ν> das spezifische Volumen von Proteinen (0,73
cm3/g) und h die Hydratisierung (0,2 cm3 Wasser/g Protein).
Die Qualität der Anpassung der Abklingkurven von Fluoreszenzintensität und
Anisotropie wurde aus den gewichteten Residualen und anhand des statistischen
Parameters χ2 bestimmt (Szabo und Rayner, 1980).
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2.5.4 NMR-Spektroskopie
Alle NMR-spektroskopischen Messungen wurden mit einem Bruker-Spektrometer
(600 MHz) bei 12°C durchgeführt. Zur Durchführung der NMR Experimenten wurde
die Proteinprobe in 20 mM Tris/HCL, 150 mM NaCl, 7 mM Arginin, 1 mM EDTA bei
pH 8,0 und 95% H20/5% D20 bis zu einer Konzentration von 0,2 mM aufkonzentriert.
Für die Aufnahme der zweidimensionalen NMR Spektren war 15N-angereichertes
Protein erforderlich. Standardpulssequenzen (2D-HSQC) wurden zur Aufnahme der
1H/15N-NMR-Spektren verwendet (Croasmun und Carlson, 1994). Die Daten wurden
mit Hilfe des Software Packets NMRPipe prozessiert (Delagio et al., 1995).
2.6 Bindungsstudien
Die Bestimmung der Assoziations- und Dissoziationskonstanten für IL-11R-D3 und
IL-11R-IL-2 mit IL-11 erfolgte in Oberflächenplasmonresonanz-Studien mit Hilfe
eines optischen Biosensors (BIACore).
Hierzu wurden IL-11R-D3 und IL-11R-IL-2 nach Aktivierung der Carboxymethyl-
dextran-Matrix einer BIAcore Küvette mit 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-
Carbodiimid/N-Hydroxysuccinimid über freie Aminogruppen kovalent immobilisiert.
Es wurden 4910 bzw. 4360 Resonanzeinheiten von IL-11R-D3 und IL-11R-IL-2
immobilisiert. Verbliebene aktivierte Bindungsstellen wurden mit Ethanolamin
abgesättigt, in der Kontrollküvette wurde die gesamte Carboxymethyldextran-Matrix
mit Ethanolamin inaktiviert. Die Assoziation von anti-IL-11R Antikörper E24.2 (5
µl/ml) und Trx-IL-11 (10 µl/ml) wurde in Hepes/HCl (pH 7,4) bei einer Flußrate von 10
µl/min bei 15°C für 10 Minuten aufgenommen. Das gemessene Resonanzsignal der
Kontrollküvette wurde von dem gemessenen Resonanzsignal der Probenküvette
subtrahiert. Nach jedem Experiment wurde die Küvette mit 5 mM HCl für 30 s
regeneriert. Die resultierenden Assoziations- und Dissoziationskurven wurden mit
Hilfe des BIAEvaluation Software Packets (BIACore) ausgewertet.
Material und Methode 27
2.7 Erstellung eines Homologie-Modells des IL-11/IL-11R-Komplexes
Als Vorlage für das Modell von IL-11 (Tacken et al., 1999) diente die Röntgenstruktur
von CNTF (McDonald et al., 1995). Zur Generierung des Modells von IL-11R wurde
die Röntgenstruktur des humanen GHR (De Vos et al., 1992) verwendet. Zunächst
wurde ein sequentielles alignment von IL-11R und GHR mit dem HUSAR
Programmpaket (EMBL) erzeugt. Dieses alignment diente als Grundlage für den
Austausch von Aminosäuren in der Vorlage. Insertionen und Deletionen wurden
Datenbank-gestützt modelliert, hierzu wurden mit Hilfe des Programms WHATIF
(Vriend, 1990) passende Peptidsequenzen in die Vorlage eingepaßt. Zur
Generierung der loop-Regionen wurden aus der Datenbank Peptidsequenzen
extrahiert, die sowohl hinsichtlich ihrer Sequenz als auch ihrer angrenzenden
Sekundärstrukturen dem IL-11R am ähnlichsten waren. Um eine Struktur mit
möglichst geringer Energie zu erhalten, wurde das Molekül einer Energieminimierung
unterzogen (van Gunsteren, 1987).
Auf der Grundlage der Röntgenstruktur des humanen GH/GHR (De Vos et al., 1992)
wurde ein Modell des IL-11/IL-11R-Komplexes erstellt. Zunächst wurde das Modell
des IL-11 mit der GH-Struktur superpositioniert. Das IL-11R-Homologie-Modell wurde
an die Stelle desjenigen Rezeptormoleküls im GH/GHR-Komplex angepaßt, das über
site I an GH bindet. Die erhaltene Modellstruktur wurde zunächst einer graphischen
Inspektion unterzogen, wobei eventuelle Überlagerungen der van-der-Waals-Radien
durch Rotation der beteiligten Aminosäureseitenketten beseitigt wurden. Die
Strukturen wurden anschließend einer Kraftfeldrechnung unterworfen, um eine
Struktur mit möglichst geringer Energie zu erhalten.
Zur graphischen Repräsentation wurden die Programme Ribbons (Carson, 1991),
Grasp (Nicholls, 1991) und Rasmol (Sayle, 1995) verwendet.
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3   Ergebnisse
3.1 Molekulares Modell des humanen IL-11/IL-11R-Komplexes
Auf der Grundlage der Röntgenstruktur des humanen GHR (De Vos et al., 1992)
wurde ein molekulares Modell von IL-11R generiert. Zunächst wurde ein
sequentielles alignment von IL-11R mit GHR angefertigt. Dabei wurde zunächst
sowohl auf eine möglichst hohe Sequenzhomologie, als auch auf eine
Übereinstimmung der hydrophoben Aminosäuren, die am Aufbau des hydrophoben
Kernbereichs beteiligt sind, geachtet. Eine Sekundärstrukturvorhersage unterstützte
die korrekte Positionierung der β-Faltblattstränge im IL-11R. Das so erhaltene
sequentielle alignment (Abb. 3.1) bildete die Basis für den molekularen Modellbau
(siehe Material und Methoden). Es wurde eine Homologie von 35 % und eine
Identität von 18 % zwischen IL-11R und den entsprechenden Bereichen im GHR
bestimmt. Das dreidimensionale Modell von IL-11 wurde wie beschrieben (Tacken et
al., 1999) mit Hilfe der Röntgenstruktur von CNTF (McDonald et al., 1995) auf der
Grundlage des sequentiellen alignments in Abbildung 3.1 erstellt. Zwischen IL-11
und CNTF besteht eine Homologie von 32 % und eine Identität von 14 %.
Zur Generierung des IL-11/IL-11R-Komplexes diente die Kristallstruktur des
GH/GHR-Komplexes als Vorlage. Im GH/GHR2 binden zwei Rezeptorketten mit
unterschiedlicher Affinität den Liganden. Im IL-11/IL-11R-Komplex hingegen bindet
nur eine Rezeptorkette den Liganden. Der IL-11R wurde daher auf die Rezeptorkette
im GHR positioniert, die mit hoher Affinität an GH bindet. Die daraus resultierende
Modellstruktur ist in Abbildung 3.2 dargestellt.
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(A)
108
________ _____ ______
hIL-11R QLGYPPARPV VSCQAADY.E NFSCTWSPSQ ISGL..PTRY LTSYRKKTVL GADSQRRSPS
hGHR KTNSSKEPKF TKCRSPER.E TFSCHWTDEV HHGTKNLGPI QLFYTRRNTQ E.......WT
. * .. * .*** *. * . . * *** ..
165
___ _____ ________ _______
hIL-11R TGPWPCPQPD L.GAARCVVH GAE..FWSQY RINVTEVNPL GASTRLLDVS LQSILRPDPP
hGHR QEWKECPDYV SAGENSCYFN SSFTSIWIPY CIKLTSNG.. .GTVDEKCFS VDEIVQPDPP
. ** * * * * * * .. . * . *. ****
222
_______ _______ ___________ ____
hIL-11R QGLRVES..V PG..YPRRLR ASWTYPASWP CQPH.FLLKF RLQYRPAQHP AWSTVEPAGL
hGHR IALNWTLLNV SLTGIHADIQ VRWEAPRNAD IQKGWMVLEY ELQYKEVNET KWKMMDPILT
.* * . .. . * * . * .*.. .***. . * ..*..
277
__________ ________ ______
hIL-11R EEVITDAVAG L.PHAVRVSA RDFLDAGTWS TWSPEAWGTP ST
hGHR TSVPVYSLKV DKEYEVRVRS KQRN.SGNYG EFSEVLYVTL PQ
* .. . *** . * . .* ...*
(B)
19
_________________________________
hIL-11 AVAPGPPPGP PRVSPDPRAE LDSTVLLTRS LLADTRQLAA QLRDKFPADG DHNLDSLP.T
hCNTF MAFTEH SPLTPHRRDL CSRSIWLARK IRSDLTALTE SYVKHQGLNK NINLDSADGM
.. . * * .. * * . * * . . ****
69
______________________________ ___
hIL-11 DHNLDSLP.T LAMSAGALGA LQLPGVLTRL RADLLSYLRH VQWLRRAGGS ....SLKTLE
hCNTF NINLDSADGM PVASTDQWSE LTEAERLQEN LQAYRTFHVL LARLLEDQQV HFTPTEGDFH
**** ..** *. *. .. . * .
124
__________________________ _________________
hIL-11 PELGTLQARL DRLLRRLQLL MSRLALPQPP PD.PPAPPLA PPSSAWGGIR AAHAILGGLH
hCNTF QAIHTLLLQV AAFAYQIEEL MILLEYKIPR NEADGMPINV GDGGLFEKKL WGLKVLQELS
. ** . . . . * * * . . ..*. . .. . .* *
183
_________________
hIL-11 LTLDWAVRGL LLLKTRL
hCNTF QWTVRSIHDL RFISSHQTGI PARGSHYIAN NKKM
. * . .
Abbildung 3.1: Sequentielles alignment (A) des humanen IL-11R (hIL-11R) mit dem
humanen GHR (hGHR) und (B) des humanen IL-11 (hIL-11) mit dem humanen CNTF
(hCNTF).  Balken über der Aminosäuresequenz definieren die β-Faltblattstränge im hGHR.
bzw. die α-Helices im hCNTF. Identische Aminosäuren sind durch einen Stern, homologe
Aminosäuren durch einen Punkt gekennzeichnet.
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Abbildung 3.2: Molekulares Modell des humanen IL-11/IL-11R Komplexes (Ribbon-
Präsentation). α-Helices A, B, C, D von IL-11 (grau) sind markiert. Die beiden Domänen D2
und D3 des ZBM von IL-11R sind gelb dargestellt. Die β-Faltblattstränge von D2 sind mit A,
B, C, D, E, F, G und von D3 mit A’, B’, C’, D’, E’, F’, G’ gekennzeichnet.
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IL-11 besteht aus zwei Paaren antiparalleler α-Helices A, B, C, D, die durch 3 loops
unterschiedlicher Länge verbunden sind. Der AB- und CD-loop verbindet parallele
Helices, der kürzere BC-loop verbindet ein Paar antiparalleler Helices (Abb. 3.3 (A))
Das IL-11R Bindungsepitop von IL-11, als site I bezeichnet, wurde durch
zielgerichtete Mutagenese identifiziert (Tacken et al., 1999). Site I setzt sich aus dem
Anfang der Helix A, dem Ende der Helix D und dem Ende des AB-loops zusammen.
(A)
(B)
Abbildung 3.3: Schematische Darstellung von IL-11 und IL-11R. (A) Topologie der „Vier-
Helix-Bündel“-Struktur mit einer „up-up-down-down“-Anordnung von IL-11 und (B) der sieben
antiparallelen β-Faltblattstränge in D2 und D3 des IL-11R.
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Die membranproximalen Domänen D2 und D3 des IL-11R bilden das Bindungsepitop
für site I  von IL-11. Beide Domänen zeigen eine Fibronektin-Typ III Struktur mit
jeweils sieben antiparallel verlaufenden β-Faltblattsträngen (A, B, C, D, E, F, G in D2
und A’, B’, C’, D’, E’, F’, G’ in D3), die durch eine Scharnierregion verbunden sind
(Abb.: 3.3 (B)). Die β-Stränge ordnen sich in zwei gegenüberliegenden β-Faltblättern
an. Ein β-Faltblatt enthält die β-Stränge A, B und E; das zweite β-Faltblatt wird aus
den β-Strängen C, D, F, G gebildet. Aus der graphischen Inspektion des Modells des
IL-11/IL-11R-Komplexes ist ersichtlich, daß der EF-loop in D2 und der B´C´- und
F´G´-loop in D3 die Interaktion mit IL-11 herbeiführen (Abb. 3.2). Diese loops stehen
in räumlicher Nähe zu IL-11 und sind so an der Bildung einer Interaktionsfläche zum
Liganden beteiligt.
Um die Aminosäurereste im IL-11R zu identifizieren, die an der Interaktionsfläche
beteiligt sind, wurde die zugängliche Oberfläche der Seitenketten des IL-11R im
freien und ligandengebundenen Zustand berechnet. Die Differenz der zugänglichen
Oberfläche in den beiden Zuständen ist in Abbildung 3.4 als Funktion der
Aminosäuresequenz dargestellt. Nach Ligandenbindung zeigen einige
Aminosäurereste signifikante Änderungen in ihrer zugänglichen Oberfläche
(zwischen 0,1 und 42 Å2), wohingegen andere keine Änderungen aufweisen.
Abbildung 3.4: Differenz der zugänglichen Oberfläche der Seitenketten des IL-11R-
Modells im freien und ligandengebundenen Zustand. (D2: AS 114-210),
(Scharnierregion: AS 211-214), (D3: AS 215-316).
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Aminosäurereste, deren zugängliche Oberfläche sich aufgrund der Ligandenbindung
verringert, sind im molekularen Oberflächen-Modell des IL-11R in Abbildung 3.5
hervorgehoben. Die Aminosäurereste, die an der Ligandenbindung beteiligt sind,
wurden über die Änderung ihrer zugänglichen Oberfläche klassifiziert: Reste mit
einer Änderung größer als 10 Å2 und Reste mit einer Änderung kleiner als 10 Å2.
Abbildung 3.5: Kalottenmodell des IL-11R im ligandengebundenen Zustand. Reste mit
einer Änderung der zugänglichen Oberfläche größer als 10 Å2 sind rot, Reste mit einer
Änderung kleiner als 10 Å2 sind blau, Reste ohne Änderung sind grau dargestellt.
Aminosäurereste in D2 sind grün und in D3 orange markiert. Die gestrichelte Linie markiert
die Scharnierregion zwischen D2 und D3.
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Aminosäurereste, die hauptsächlich zur Interaktionsfläche beitragen sind F187 und
W188 in D2 und P250, H251, L253, F298, L299, D300 in D3. Q213 ist in der
Scharnierregion lokalisiert, die beide Domänen miteinander verbindet.
Aminosäurereste, die einen geringfügigeren Beitrag zur Ausbildung der
Interaktionsfläche liefern, sind Y125, D126, K151, L154, E186, S189, Q190 in D2
und Q249, K255, D297 in D3. D3 zeigt eine Änderung der zugänglichen Oberfläche
von 134 Å2 nach Ligandenbindung, wohingegen D2 lediglich eine Änderung von 80
Å2 aufweist. Diese Analyse zeigt, daß D3 hauptsächlich an der Bildung der
Interaktionsfläche beteiligt ist, was die Schlußfolgerung nahelegt, daß D3 den
energetisch bestimmenden Beitrag der Ligandenbindung liefert.
Abbildung 3.6 zeigt die molekulare Interaktion der Aminosäureseitenketten, welche
die molekulare Erkennung von IL-11 und IL-11R vermitteln. Im IL-11R sind zwei
hydrophobe Cluster zu erkennen, die überwiegend aus aromatischen Aminosäuren
gebildet werden. Ein Cluster liegt in D2 (F187, W188), ein weiteres in D3 (F298,
L253). Die hydrophoben Seitenketten in D2 und D3 binden in hydrophobe Bereiche
des IL-11. Bemerkenswert ist eine hydrophobe Tasche im IL-11, die aus den Resten
L50, T46 in Helix A und V189, L185 in Helix D gebildet wird. In dem molekularen
Modell läßt sich zwischen den Resten V189 und L50 eine Vertiefung erkennen.
Diese Tasche wird sehr gut durch F298 im Rezeptor gefüllt. Dieses Phenylalanin im
F'G'-loop ist auf der Rezeptorseite als einziger Rest stark exponiert. L253 im B'C'-
loop von IL-11R-D3 interagiert mit L193 und V189 in Helix D, die sich in unmittelbarer
Nachbarschaft der hydrophoben Tasche befinden. F187 und W188 im EF-loop
stehen in Kontakt mit M80 und L78.
Die zentralen hydrophoben Interaktionen werden durch ionische Interaktionen
abgeschirmt. Ionenpaare werden gebildet durch D300, E126, D297 (IL-11R) und
R190, D186, R47, R54 (IL-11). Mutagenesestudien im IL-11 bestätigen das
molekulare Modell (Tacken et al., 1999). Mutationen der Seitenketten A84, L85,
R190, L194 führten sowohl zu einer Reduzierung der Bindungsaffinität als auch der
biologischen Aktivität.
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(A)
(B)
Abbildung 3.6: Molekulare Interaktionen im Modell des IL-11/IL-11R-Komplexes. (A)
Seitenketten der hydrophoben Interaktion und (B) Seitenketten der ionischen Interaktion sind
hervorgehoben. Hydrophobe Seitenketten sind grün, Arginine blau und Asparagin- bzw.
Glutaminsäuren rot dargestellt. IL-11 ist grau und IL-11R orange unterlegt.
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3.2 Zytokinbindende Domänen des IL-11R
3.2.1 Klonierung
Zur Überprüfung der Vorhersagen aus dem molekularen Modell sollten die
postulierten zytokinbindenden Domänen des IL-11R in E. coli rekombinant exprimiert
werden. Die Klonierung der Extrazellulärdomänen D2 und D3 erfolgte im
wesentlichen nach den Domänengrenzen im molekularen Modell des IL-11/IL-11R-
Komplexes. Alle Konstrukte wurden wie im Kapitel „Material und Methoden“
beschrieben amplifiziert und in den prokaryotischen Expressionsvektor pET3d
(Studier et al., 1990) über die Restriktionsschnittstellen NcoI am 5’-Ende und BamHI
bzw. HindIII am 3’-Ende kloniert. Die so erhaltenen Konstrukte wurden durch
Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierung verifiziert. In Abbildung 3.7 sind die
den cDNA-Fragmenten entsprechenden Sequenzabschnitte hervorgehoben. Das
Konstrukt für D2 umfaßt die Aminosäuren 89-217, das für D3 (D3-short) die
Aminosäuren 212-318. Ein zweites Konstrukt für D3, das für die Aminosäuren 212-
337 kodiert, beinhaltet im C-terminalen Bereich eine Extension von 19 Aminosäuren
gegenüber D3-short; ein Doppelkonstrukt für D2+D3 umfaßt die Aminosäuren 89-
337.
1 MSSSCSGLSR VLVAVATALV SASSPCPQAW GPPGVQYGQP GRSVKLCCPG VTAGDPVSWF
→ D2
61 RDGEPKLLQG PDSGLGHELV LAQADSTDEG TYICQTLDGA LGGTVTLQLG YPPARPVVSC
121 QAADYENFSC TWSPSQISGL PTRYLTSYRK KTVLGADSQR RSPSTGPWPC PQDPLGAARC
→ D3
181 VVHGAEFWSQ YRINVTEVNP LGASTRLLDV SLQSILRPDP PQGLRVESVP GYPRRLRASW
D2 ←
241 TYPASWPCQP HFLLKFRLQY RPAQHPAWST VEPAGLEEVI TDAVAGLPHA VRVSARDFLD
301 AGTWSTWSPE AWGTPSTGTI PKEIPAWGQL HTQPEVEPQV DSPAPPRPSL QPHPRLLDHR
D3-short ← D3 ←
361 DSVEQVAVLA SLGILSFLGL VAGALALGLW LRLRRGGKDG SPKPGFLASV IPVDRRPGAP
421 NL
Abbildung 3.7: Aminosäuresequenz des humanen IL-11R. Die 5’- und 3’-Grenzen der
PCR-Produkte sind durch Pfeile markiert. Die Signalsequenz ist unterstrichen, potentielle N-
Glykosylierungsstellen sind blau, das WSXWS-Motiv ist magenta und konservierte Cysteine
gelb unterlegt.
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3.2.2 Expression, Rückfaltung und Reinigung
Die Expressionsplasmide wurden zur Expression in E. coli BL21DE3pLysS
transformiert. Die Bakterien wurden bis zu einer A600nm von 0,6-0,7 kultiviert, dann
erfolgte die Induktion der Expression durch Zugabe von IPTG mit einer
Endkonzentration von 0,5 mM. Eine signifikante Expression konnte lediglich für die
Konstrukte D3 mit C-terminaler Extension und D2+3 nachgewiesen werden (Abb.
3.8). Entsprechend ihrem jeweiligen theoretischen Molekulargewicht ließen sich D3
und D2+3 in der SDS-PAGE als ca. 14 kDa bzw. 28 kDa Banden visualisieren, was
dem jeweiligen theoretischen Molekulargewicht von D3 bzw. D2+3 entspricht.
+ + + +- - - -
D2 D3-short D2+3 D3
14 kDa
24 kDa
29 kDa
Abbildung 3.8: SDS-PAGE zur Expressionsanalyse der Domänen D2, D3-short, D3 und
D2+3 von IL-11R. E. coli BL21DE3pLysS wurden mit den entsprechenden cDNA-
Konstrukten wie oben beschrieben transformiert. Aufgetragen wurden Bakterienaliquots vor
(-) und nach (+) der Induktion mit IPTG. Die Proteine wurden durch Coomassie-Färbung
visualisiert. D3 ist als 15 kDa Bande sichtbar; D2+3 als 28 kDa Bande (Pfeile). Für D2 und
D3-short wurde keine Expression nachgewiesen.
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Die in E. coli rekombinant exprimierte dritte Domäne des IL-11 Rezeptors fiel in
inclusion bodies an: nach Lyse der Bakterien und Zentrifugation konnte IL-11R-D3
nur im Zellpellet nachgewiesen werden, im Zellüberstand konnte kein Protein
detektiert werden. Die gewaschenen inclusion bodies  wurden in 6 M
Guanidiniumhydrochlorid-Lösung solubilisiert. Zur in vitro  Renaturierung des
Solubilisats wurden unterschiedliche Puffersysteme mit variierenden pH-Werten
ausgetestet. Ein Renaturierungssystem von 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA,
pH 8,0 wurde gewählt, da unter diesen Bedingungen die Löslichkeit des Proteins am
optimalsten war. Die in vitro  Renaturierung wurde durch schnelles Verdünnen des
Solubilisats (1:100) in obengenanntem Puffersystem bei 4°C vorgenommen.
Während der Rückfaltung von IL-11R-D3 kam es zur Ausbildung von Disufid-
verbrückten Dimeren, die eine Tendenz zur Aggregation zeigten. Diese Dimere
konnten mit Hilfe von Western-Blotting nachgewiesen werden. Zur Vermeidung von
Aggregation und Dimerausbildung wurde daher das Cystein 248 durch zielgerichtete
Mutagenese gegen Alanin ausgetauscht. Diese mutierte Form des IL-11R-D3 wurde
hinsichtlich Expression, Rückfaltung und Reinigung behandelt wie bereits für Wildtyp
IL-11R-D3 beschrieben. Mit Hilfe des Modells und Berechnung der zugänglichen
Oberfläche der Cysteinseitenkette im freien bzw. ligandengebundenem Zustand
konnte ausgeschlossen werden, daß Cystein 248 eine Rolle in der Ligandenbindung
spielt.
Das renaturierte Protein wurde anschließend mittels Gelfiltrationschromatographie
gereinigt. Zur Elution wurde der Renaturierungspuffer verwendet. Einer Elutionszeit
von 77 min des IL-11R-D3 konnte aufgrund einer Kalibrierung der Gelfiltrationssäule
mit Standardproteinen ein Molekulargewicht von ca. 16 kDa zugeordnet werden
(Abb. 3.9). Dieser Wert stimmt gut mit der erwarteten Molmasse von 15 kDa überein
und entspricht somit dem monomeren Protein. Das Elutionsprofil der renaturierten IL-
11R-D3 nach Gelfiltrationschromatographie ist in Abbildung 3.10 gezeigt. Die
Reinigungsschritte von IL-11R-D3 vom Zellaufschluß bis zur Gelfiltration sind in
Abbildung 3.11 im SDS-Gel und dem entsprechenden Western-Blot visualisiert. Das
rekombinante IL-11R-D3 ist als 15 kDa-Bande auf dem SDS-Gel nach Silberfärbung
sichtbar. Der immunologische Nachweis im Western-Blot wurde mit dem
monoklonalen Antikörper anti-IL-11R E24.2 geführt. Mit Hilfe des IL-11R-D3 und
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weiteren rekombinanten Proteinen zweier unterschiedlicher Teilbereiche von IL-11R,
konnte das antigene Epitop von E24.2 in der C-terminalen Extension von IL-11R-D3
kartiert werden (Blanc et al., 2000).
Auch das rekombinant exprimierte Doppelkonstrukt D2+D3 konnte während der
Reinigung in inclusion bodies detektiert werden (Daten nicht gezeigt). D2+D3 wurde
analog zu IL-11R-D3 unter reduzierenden Bedingungen solubilisiert und renaturiert.
Doch konnte nach der Gelfiltrationschromatographie kein monomeres Protein
nachgewiesen werden; die Retentionszeit des Konstruktes D2+D3 entsprach dem
Ausschlußvolumen. Da D2+D3 fünf Cysteine enthält, kommt es vermutlich zur
Ausbildung intermolekularer Disulfidbrücken und damit zur Enstehung höherer
Oligomere.
Abbildung 3.9: Kalibrierung der verwendeten Gelfiltrationssäule (Superdex 75,
Pharmacia). Die beobachteten Retentionszeiten der Markerproteine (69 kDa:
Rinderserumalbumin; 46 kDa: Ovalbumin; 17 kDa: Myoglobin; 6 kDa: Aprotinin) wurden
gegen den Logarithmus ihrer Molmasse aufgetragen. Die Kalibrierung erfolgte mit einem
konstantem Fluß von 1 ml/min unter Verwendung des Elutionspuffers 20 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0.
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Abbildung 3.10: Reinigung der dritten Domäne von IL-11R. Elutionsprofil der renaturierten
IL-11R-D3 nach Gelfiltrationschromatographie. (A): Ausschlußvolumen, (B): IL-11R-D3, (C):
totales Volumen.
Abbildung 3.11: Expression und Reinigung der dritten Domäne von IL-11R. (A) SDS-
PAGE und (B) Western-Blot von IL-11R-D3 nach Expression in E. coli: M,
Molekulargewichtsmarker; ZL, Zellysat; ZÜ, Zellysat-Überstand; IB, gewaschene inclusion
bodies; G, gereinigt nach Gelfiltration.
0 2000 4000 6000 8000 10000
time [s]
A 2
80
nm
A
B
C
Ergebnisse 41
3.3 CD-Spektroskopie von IL-11R-D3
Sekundärstrukturmerkmale und Faltungszustand von IL-11R-D3 wurden mit Hilfe des
Circular-Dichroismus (CD) analysiert. Die CD-Spektroskopie beruht auf der
differentiellen Absorption von links und rechts zirkular polarisiertem Licht durch
optisch aktive Strukturen. Im Spektralbereich von etwa 160-250 nm zeigen
Amidgruppen circularen Dichroismus. CD-Spektren in diesem UV-Bereich können
zur Bestimmung des relativen Anteils verschiedener Sekundärstrukturanteile eines
Proteins verwendet werden. Diese Analyse basiert auf der Annahme, daß das CD-
Spektrum eines Proteins im fernen UV durch eine Linearkombination von CD-
Spektren unterschiedlicher Sekundärstrukturelemente dargestellt werden kann. Der
Circular-Dichroismus aromatischer Seitenketten, die im Bereich von 250-300 nm
absorbieren, ist abhängig von einer definierten Orientierung der Seitenketten in der
chiralen, nativen Tertiärstruktur. Aromaten in denaturierten Proteinen liefern aufgrund
ihrer regellosen Anordnung kein CD-Signal.
Die CD-spektroskopische Charakterisierung von IL-11R-D3 erfolgte bei 8°C bei einer
Proteinkonzentration von 0,01 g/l bzw. 0,1 g/l für den fernen bzw. den nahen UV-
Bereich. Die CD-Spektren von renaturiertem, gereinigtem IL-11R-D3 im fernen sowie
nahen UV-Bereich sind indikativ für Proteine im gefalteten Zustand (Abb. 3.12). Das
positive Maximum bei 232 nm ist auch in den CD-Spektren des fernen UV-Bereiches
der homologen dritten Domänen des humanen IL-6R, des gp130 (Müller-Newen et
al., 1997, Özbek et al., 1998) sowie der korrespondierenden Domäne des humanen
Rezeptors für den Granulocyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSFR) (Anaguchi
et al., 1995) beobachtet worden. Es wird diskutiert, daß dieses Maximum durch
interagierende Tryptophan-Seitenketten hervorgerufen wird (Grishna und Woody,
1994) und damit charakteristisch zu sein scheint für das WSXWS Motiv der COOH-
terminalen Domäne des ZBM aller Klasse-I-Zytokinrezeptoren. Anderen
Erkenntnissen zufolge, könnte diese Bande bei 232 nm auch durch prolinreiche
Aminosäuresequenzen hervorgerufen werden (Woody, mündliche Mitteilung). Die
Sekundärstrukturanalyse des CD-Spektrums im fernen UV-Bereich (Sreerama und
Woody, 1994) unterstreicht den β-Faltblattcharakter des Proteins und bestätigt so die
Sekundärstrukturvoraussagen (Bazan, 1990 a, b): es wurde ein β-Faltblattanteil von
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49 % und ein α-helicaler Anteil von 5 % berechnet, 16 % des Proteins besitzen turn-
Struktur, 30 % können keine Sekudärstrukturanteile zugeordnet werden.
Auch das CD-Spektrum im nahen UV-Bereich bestätigt den gefalteten Zustand des
Proteins (Abb. 3.12 (B)). Die ausgeprägten Schultern bei 285 nm und 292 nm lassen
sich auf Tyrosin- bzw. Tryptophanreste mit eingeschränkter Beweglichkeit in einer
chiralen Umgebung zurückführen (Grishina und Woody, 1994).
(A)
(B)
Abbildung 3.12: CD-Spektrum der dritten Domäne von IL-11R im fernen (A) und (B)
nahen UV-Bereich.
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3.4 Thermische Stabilität der dritten Domäne des IL-11R
Die thermische Stabilität von IL-11R-D3 wurde mit Hilfe der CD-Spektroskopie im
fernen UV-Bereich untersucht. Dazu wurden CD-Spektren bei verschiedenen
Temperaturen aufgenommen. Mit steigender Temperatur verringerte sich die
Intensität des charakteristischen Maximums bei 232 nm. Durch Auftragung der
Elliptizität bei 232 nm gegen die Temperatur wurde die Schmelzkurve des Proteins
im Renaturierungspuffer (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) ermittelt
(Abb. 3.13). Bereits ab 20°C geht ein Teil des Proteins in den denaturierten Zustand
über. Die ausgeprägte Temperaturempfindlichkeit von IL-11R-D3 spiegelt sich in
einer niedrigen Schmelztemperatur (TM) von 25°C wieder. Zur Verbesserung der
Temperaturstabilität wurden verschiedene Lösungsmittelzusätze getestet. Deutliche
Effekte konnten durch Zusatz des Detergenz 3-(3-Cholamidopropyl)-
dimethylammonio-2-hydroxy-propansulfonat (CHAPS) und Glycerin erzielt werden
(Abb. 3.13). Der Zusatz von CHAPS in fünffachem molarem Überschuß bewirkte
eine um etwa 10°C verbesserte Temperaturstabilität von IL-11R-D3 (TM = 35°C).
Allerdings deutet der breite, graduelle Verlauf der Schmelzkurve auf eine
Verunreinigung der Probe durch eine  instabile Proteinpopulation hin, deren
Verhalten den raschen, kooperativen Denaturierungs-Prozeß überlagert (Plaxco und
Dobson, 1996). Das Hinzufügen von 15 % bzw. 20 % Glycerin zur Proteinlösung
führte zu einer um 13°C bzw. 15°C erhöhten Temperaturstabilität mit einer jeweiligen
TM von 38°C bzw. 40°C. Aus den Schmelzkurven geht weiterhin hervor, daß durch
Zusatz von Glycerin das Protein bis ca. 30°C zu 100 % renaturiert bleibt.
Hervorzuheben bleibt auch, daß der Zusatz von CHAPS und Glycerin die
Präzipitation von IL-11R-D3 nach vollständiger Denaturierung verhinderte.
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Abbildung 3.13: Thermische Stabilität von IL-11R-D3. IL-11R-D3 in Renaturierungspuffer
(Quadrate); mit fünfmolaren Überschuß CHAPS (Kreise); mit 15 % Glycerin (Rauten); mit 20
% Glycerin (Dreiecke). Die temperaturabhängige Denaturierung von IL-11R-D3 wurde durch
eine Serie von CD-Spektren im fernen UV-Bereich mit schrittweise erhöhter Meßtemperatur
verfolgt. Die normalisierte Elliptizität bei 232 nm ist als Funktion der Temperatur aufgetragen.
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3.5 Zeitaufgelöste Fluoreszenzanisotropie
Die zeitaufgelöste Fluoreszenzanisotropie gibt Hinweise über Größe und Form eines
Makromoleküls. Darüber hinaus können interne Rotationsbewegungen und
molekulare Flexibilität der Makromoleküle untersucht werden (Bucci und Steiner,
1988). Dies wird dadurch ermöglicht, daß die typische Lebensdauer der Fluoreszenz
(10-9 bis 10-7 s) in der selben Größenordung liegt, wie die Zeiten für die
Konformationsänderung oder Rotation biologischer Makromoleküle bis ca. 60 kDa.
Das Fluorophor wird zunächst mit einem kurzen, linearen Lichtpuls angeregt. Der
zeitliche Verlauf des Abklingens der Fluoreszenzintensität wird anschließend in Form
zweier, ebenfalls linear polarisierter Anteile gemessen. Für die Messungen mit IL-
11R-D3 konnte die intrinsische Tryptophanfluoreszenz der sieben Tryptophanreste in
IL-11R-D3 genutzt werden.
Die Werte für die Fluoreszenzlebenszeit und die Fluoreszenz-Anisotropie sind in
Tabelle 3.1 und 3.2 zusammengestellt. Das zeitliche Abklingen der Tryptophan-
Fluoreszenz kann durch eine Summe von drei Exponentialfunktionen beschrieben
werden mit den relativen Amplituden Bj und den entsprechenden Lebenszeiten τj.
Aus diesen Werten errechnete sich eine relativ lange Lebenszeit von <τ> = 6,23 ns.
Das Abklingen der Fluoreszenz-Anisotropie wurde mit zwei Rotations-
korrelationszeiten angepaßt, um den Fehler der Anpassung zu minimieren. Die
kürzere Rotationskorrelationszeit φ1, die die Eigenbewegung des Fluorophors
berücksichtigt, liegt im Bereich der internen Beweglichkeit der
Aminosäureseitenketten (Kouyama, 1989). Der relativ hohe Wert für φ1 von 0,8 ns
deutet auf eine gewisse eingeschränkte Beweglichkeit der Tryptophanseitenketten
hin. Jedoch ist die relativ lange Lebenszeit ein Indiz für die Exposition der
Tryptophanseitenketten zum Wasser, aufgrund fehlender Quenching-Effekte mit
umgebenden Aminosäuren. Die Exposition der Tryptophanseitenketten zum Wasser
wird unterstützt durch den molekularen Modellbau. Die Tryptophanreste lassen sich
daher als Typ-II-Reste nach Burstein klassifizieren (Burstein et al., 1973). Das heißt,
daß die Tryptophanreste auf der Proteinoberfläche fixiert sind und partiell mit Wasser
in Kontakt stehen, ihre Mobilität jedoch eingeschränkt ist. Die längere
Rotationskorrelationszeit φ2 ist ein Maß für die gesamte Bewegung des Proteins.
Ergebnisse46
Unter Annahme eines kugelförmigen Moleküls, errechnet sich eine theoretische
Rotationskorrelationszeit von 6,7 ns, die kürzer ist als der experimentell gemessene
Wert von 12,2 ns. Der höhere experimentell gemessene Wert im Vergleich zum
theoretisch errechneten Wert läßt sich auf eine Abweichung von der Kugelform des
Moleküls, sowie auf einen langen, unstrukturierten, beweglichen C-Terminus
zurückführen, was die Rotationsbewegung der Domäne verlangsamt. Jedoch kann
die Anwesenheit von hochmolekularen Oligomeren aufgrund des niedrigen
Grenzwerts r∞ der Anisotropie für t→∞ ausgeschlossen werden. Bei Anwesenheit
höherer Oligomere, würde die tatsächliche Rotationskorrelationszeit die
Fluoreszenzlebenszeit übersteigen und so den Wert für r∞ erhöhen.
Tabelle 3.1: Fluoreszenzlebenszeit der IL-11R-D3 bei pH 8,0, 12°C. Bj ist die der
Lebenszeit τj zugeordnete relative Amplitude, aus der die mittlere Lebenszeit <τ> berechnet
wird.
B1 B2 B3 τ1 τ2 τ3 χ2 <τ>
[%] [%] [%] [ns] [ns] [ns] [ns]
4.8 23.7 71.5 0.56 3.87 7.40 1.27 6.23
Tabelle 3.2: Fluoreszenz-Anisotropie Daten der IL11R-D3. ri sind die Anisotropien, φi die
Rotationskorrelationszeiten, (a) Anpassung mit einer Korrelationszeit, (b) Anpassung mit
zwei Korrelationszeiten.
ro r1 r2 r∞ φ1 φ2 χ2 φtheor.
[ns] [ns] [ns]
(a) 0.148 0.120 - 0.028 8.5 - 1.81 6.7
(b) 0.162 0.028 0.119 0.015 0.8 12.2 1.44 6.7
Ergebnisse 47
3.6 Bestimmung der kinetischen Parameter der Bindung von IL-11 an IL-11R-D3
      und IL-11R-IL-2
Mit Hilfe der Oberflächenplasmonresonanz unter Verwendung eines optischen
Biosensors sollte die Bindung von IL-11 an die isolierte IL-11R-D3 und an den
gesamten IL-11R untersucht werden. Die Oberflächenplasmonresonanz-Technik
bietet den Vorteil, molekulare Interaktionen in Echtzeit verfolgen zu können
(Malmqvist, 1993). Dies erlaubt die Bestimmung der kinetischen Konstanten des
Bindungsereignisses. In einem optischen Biosensorexperiment befindet sich eines
der interagierenden Moleküle in Lösung, während das andere an die
Biosensoroberfläche gekoppelt ist. Detektiert wird polarisiertes Licht einer Diode, das
durch eine Goldfolie im Biosensor reflektiert wird. Oberflächenplasmonresonanz wird
beobachtet als Abnahme der Lichtintensität für einen spezifischen Einfallswinkel.
Dieser Winkel ändert sich mit dem Brechungsindex auf der Biosensoroberfläche. Der
Brechungsindex wiederum ist abhängig von der Adsorption von Molekülen auf der
Sensoroberfläche. Da diese Technik sensitiv gegenüber der Masse von Molekülen
ist, wird eine radioaktive bzw. spektroskopische Charakterisierung der Reaktanten
überflüssig. Die Bildung und der Zerfall des Liganden (L)/Rezeptor (R)-Komplexes
wird kontrolliert über die Assoziations- (kon) und Dissoziationsrate (koff):
Basierend auf dem Massenwirkungsgesetz leitet sich aus der Assoziations- und
Dissoziationsrate die Gleichgewichtskonstante KD ab:
Zunächst wurden gleiche Mengen von IL-11R-D3 und IL-11R-IL-2 Fusionsprotein
(Blanc et al., 2000) auf zwei unterschiedlichen Sensorchips immobilisiert. Der
monoklonale Antikörper anti-IL-11R mAb E24.2 bindet an IL-11R-D3 und IL-11R-IL-2
mit vergleichbaren Bindungskinetiken (Abb. 3.14 (a)). Die Bindungskapazitäten
zeigen, daß eine gleiche Anzahl von Molekülen IL-11R-IL-2 bzw. IL-11R-D3
immobilisiert wurden. Der abweichende Verlauf der Assoziation liegt im Unterschied
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des Molekulargewichts der beiden Moleküle IL-11R-IL-2 und IL-11R-D3 begründet.
Abbildung 3.14 (b) zeigt, daß Trx-IL-11-Fusionsprotein mit vergleichbarer Effizienz an
IL-11R-IL-2 und IL-11R-D3 bindet. Die Auswertung der Assoziations- und
Dissoziationskurven ergab kon und koff aus denen sich die Gleichgewichtskonstante
KD = koff/kon berechnen ließ (Tabelle 3.3). Für die Bindung von Trx-IL-11 an IL-11R-
D3 wurde eine Gleichgewichtskonstante von KD = 48 nM berechnet, für die Bindung
von Trx-IL-11 an IL-11R-IL-2 resultierte ein Wert von KD = 22 nM. Der Vergleich der
Werte ergibt für die Interaktion von Trx-IL-11 an IL-11R-IL-2 eine leicht höhere
Affinität als an IL-11R-D3, was unter anderem auf die schnellere Assoziationsrate
zurückzuführen ist. Nach der Formel
berechnet sich die Änderung der freien Bindungsenthalpie aus KD. Die Bindung von
IL-11 an IL-11R-IL-2 ist von einer Änderung der freien Energie von 4,6 kcal/mol
begleitet, jene von IL-11 an IL-11R-D3 von 4,4 kcal/mol. Aus dem Vergleich der
errechneten ∆G-Werte geht hervor, daß 95 % der Bindungsenergie auf IL-11R-D3
zurückgeht.
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Abbildung 3.14: Bindungskinetiken von IL-11 und anti-IL-11R an immobilisiertes IL-11R
und IL-11R-D3. Gleiche Mengen von IL-11R-IL-2 Fusionsprotein bzw. IL-11R-D3 wurden auf
parallelen Sensorchips immobilisiert. Sensorgramme zeigen die Bindung von (a) anti-IL-11R
mAb E24.2 und von (b) Trx-IL-11 an IL-11R-IL-2 (durchgezogene Linie) und an IL-11R-D3
(gestrichelte Linie). Von E24.2 und Trx-IL-11 wurden Konzentrationen von 5 µg/ml und 10
µg/ml eingesetzt. Der Assoziationsphase folgte nach 10 min die Dissoziationsphase.
Tabelle 3.3: Assoziationsrate kon, Dissoziationsrate koff und Gleichgewichtskonstante
KD für die Bindung von Trx-IL-11 an IL-11R-IL-2 bzw. IL-11R-D3.
kon koff KD
(M-1*s-1) (s-1) (M)
IL-11R-IL-2 9.0x104 2.0x10-3 22x10-9
IL-11R-D3 3.3x104 1.6x10-3 48x10-9
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3.7 NMR-Spektroskopie
Zum Zwecke der Strukturaufklärung von IL-11R-D3 (Nuclear Magnetic Resonance),
wurden in einer Voruntersuchung ein- und zweidimensionale (1-D und 2-D) NMR-
Experimente durchgeführt. Die NMR-Spektroskopie ist neben der
Röntgenstrukturanalyse die einzige Methode, mit der Proteinstrukturen auf atomarem
Niveau aufgeklärt werden können. Darüber hinaus liefert die NMR-Spektroskopie
eine Vielfalt an Informationen über dynamische Prozesse von Proteinen.
Zur Durchführung von 1-D und 2-D NMR-Experimenten bei 8°C wurden
Proteinproben mit einer Konzentration von ca. 0,2 mM hergestellt. Die Proteinproben
wurden in Gegenwart von 7 mM Arginin, zur Unterdrückung der Aggregation,
aufkonzentriert. Für die Aufnahme einer 2-D-1H-15N-Korrelation (HSQC,
Heteronuclear Single Quantum Correlation) wurde 15N-markiertes Protein verwendet.
Abbildung 3.15 zeigt das 1H-NMR-Spektrum von IL-11R-D3. Die hohe Dispersion
und Signalintensität im Bereich der Amidprotonen des Proteinrückgrates (11-6 ppm)
ist charakteristisch für eine definierte Tertiärstruktur des Proteins (Wüthrich, 1986)
und bestätigt somit das Ergebnis der CD-Spektroskopie. Die Resonanzen zwischen
11,0-6,0 ppm (Resonanzbereich der Amidprotonen des Proteinrückgrates sowie der
aromatischen Seitenkettenprotonen) deuten auf ein Protein mit überwiegender β-
Faltblattstruktur hin. Der Bereich des Spektrums zwischen 0 ppm und 6,0 ppm ist
durch intensive Absorption der Wassermoleküle (Peak bei 4,7 ppm) und des Arginins
überlagert und wurde daher in der Abbildung des Spektrums herausgenommen.
Abbildung 3.16 zeigt das 1H-15N-HSQC-Spektrum von IL-11R-D3. Jedes im HSQC-
Spektrum auftretende Signal repräsentiert ein an ein 15N-Atom gebundenes Proton,
d. h. das Spektrum besteht im wesentlichen aus den Signalen der HN-Protonen des
Proteinrückgrats und zusätzlich aus den Signalen der NH2-Gruppen der Seitenketten
N und Q bzw. der aromatischen HN-Protonen von W und H. Die große Dispersion der
1H-Resonanzfrequenzen ist charakteristisch für Proteine im gefalteten Zustand. Im
Spektrum sind 92 Resonanzen detektierbar. Da die 17 Proline von IL-11R-D3 und
ca. 20 Aminosäuren des unstrukturierten C-Terminus aufgrund des schnellen
Austausches mit dem Lösungsmittel im Experiment keine Signale liefern, stimmt die
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Anzahl der detektierten Resonanzen gut mit der erwarteten Anzahl eines Proteins mit
einer Länge von 126 Aminosäuren überein.
Abbildung 3.15: 1D-1H-Spektrum der dritten Domäne von IL-11R.
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Abbildung 3.16: 1H-15N-HSQC Spektrum der dritten Domäne von IL-11R.
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4   Diskussion
Der IL-11-Rezeptor gehört zur Familie der Hämatopoetin-Rezeptoren (Bazan,
1990a,b). Der Extrazellulärbereich des Rezeptors setzt sich aus drei Domänen
zusammen: einer N-terminalen Ig-ähnlichen Domäne (IL-11R-D1) und zwei
membranproximalen Domänen (IL-11R-D2, IL-11R-D3) mit Fibronektin-Typ-III-
ähnlicher Faltung, die zusammen das zytokinbindende Modul (ZBM) bilden. Das
ZBM ist definiert durch vier konservierte Cysteinreste in der N-terminalen Domäne
und ein WSXWS-Motiv in der C-terminalen Domäne (Bazan, 1990a,b; Sprang und
Bazan, 1993; Wells, 1996). Der biologisch aktive Rezeptorkomplex besteht aus IL-
11, IL-11R und zwei Molekülen gp130, der gemeinsamen signaltransduzierenden
Rezeptor-Untereinheit aller IL-6-Typ-Zytokine.
Die Aufklärung der Kristallstruktur des humanen GH/GHR-Komplexes gilt als
Pionierarbeit, da sie erstmals Einblicke in die Liganden/Rezeptor-Interaktion der
Hämatopoetin-Familie auf atomarer Ebene gewährte (De Vos et al., 1992). Diese
Struktur führte zum derzeitigen Paradigma von ternären Komplexen helikaler
Zytokine mit ihren Rezeptoren.
Auf der Grundlage der Kristallstruktur des GH/GHR-Komplexes wurde in der
vorliegenden Arbeit ein molekulares Modell des IL-11/IL-11R-Komplexes generiert.
Mit Hilfe des Modells wurde der Mechanismus der Liganden/Rezeptor-Interaktion
charakterisiert und das Ligandenbindungsepitop von IL-11R identifiziert.
Die Interaktion wird in IL-11 durch site I (AB-loop und C-terminaler Bereich der Helix
D) und in IL-11R durch Aminosäurereste im ZBM (EF-loop in D2, B'C'- und F'G'-loop
in D3) herbeigeführt. Die Analyse der Interaktionsflächen der Modelle von IL-11 und
IL-11R ergab, daß die Ligandenbindung durch wenige apolare Reste im ZBM des
Rezeptors vermittelt wird, welche durch ein Gerüst von polaren bzw. geladenen
Resten umgeben sind (Abb. 4.1). Die zentrale Interaktion wird gebildet durch das
stark exponierte F298 von IL-11R, welches in eine hydrophobe Tasche von IL-11
ragt. Auch im strukturell homologen IL-6/IL-6R-Komplex wird der zentrale Kontakt
über einen Phenylalaninrest (F298) vermittelt, der in eine hydrophobe Tasche des IL-
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6, gebildet aus I29, I32, L33 in Helix A und L174, L178 in Helix D, bindet (Grötzinger
et al., 1997). Während im IL-6 das Rezeptorbindungsepitop als hydrophobe Tasche
vollständig von geladenen Resten abgeschirmt ist, ist dies im IL-11 nur teilweise der
Fall (Abb. 4.1). Direkt oberhalb der hydrophoben Tasche liegt ein Arginin, R190, in
Helix D von IL-11. Mutagenesestudien mit humanem und murinem IL-11 ergaben,
daß die positive Ladung von R190 für die Interaktion von IL-11 mit IL-11R essentiell
ist (Tacken et al., 1999; Barton et al., 1999). Im Modell tritt dieses Arginin mit E126
des IL-11R in Wechselwirkung. Die Bedeutung dieser Interaktion für die Bindung wird
unterstützt durch die Tatsache, daß Arginin an dieser Position in den IL-11 und IL-6
aller untersuchten Spezies konserviert ist (Abb. 4.2).
Ein zweiter hydrophober Kontaktbereich, bestehend aus aromatischen Seitenketten
im EF-loop  des IL-11R (F187, W188 ), zeigt nur eingeschränkte Kontakte zum AB-
loop von IL-11. Mutationen im AB-loop von IL-11 führten nicht zum Verlust, sondern
lediglich zu einer Reduzierung der Bindungsaffinität von IL-11 an IL-11R (Tacken et
al., 1999; Barton et al., 1999). Auch im Falle des IL-6/IL-6R-Komplexes wurde
gezeigt, daß Seitenketten in IL-6R-D2 lediglich eine unterstützende Funktion haben
(Kalai et al., 1997). Die Mutation von Y188 im EF-loop von IL-6R führte ebenfalls nur
zu einem partiellen Verlust der Affinität von IL-6 zu IL-6R, was sich auch in einer
reduzierten biologischen Aktivität äußerte (Yawata et al., 1993).
Die zur Bindung beitragenden Aminosäuren im IL-6/IL-6R und im IL-11/IL-11R sind
demnach in zwei hydrophoben Clustern verteilt. Dieses Prinzip der molekularen
Erkennung ist auch im GH/GHR-Komplex verwirklicht (Wells, 1996). Allerdings wird
die hochaffine Bindung im GH/GHR-Komplex durch eine einzelne zentrale
hydrophobe Wechselwirkung dominiert. Im GHR wird die zentrale hydrophobe
Region aus zwei Tryptophanresten (W104 und W169) gebildet, die mehr als zwei
Drittel zur freien Bindungsenergie beitragen (Clackson und Wells, 1995). Dieses
hydrophobe Zentrum ist von hydrophilen Resten umgeben, die intermolekulare
Wasserstoffbrücken bilden, an denen auch Wassermoleküle beteiligt sind, und so die
zentrale hydrophobe Interaktion gegen das umgebende Wasser abschirmen. Ein
anderer Mechanismus der Protein/Protein-Wechselwirkung ist beim IL-4/IL-4R-
Komplex verwirklicht (Hage et al., 1999). Das Bindungsepitop ist mosaikartig aus je
drei Regionen im Rezeptor und im Liganden aufgebaut. Zwei dieser Regionen haben
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eine sogenannte „Avocado-Cluster“-Anordnung, mit einem inneren Kern von polaren
Gruppen, der umgeben ist von hydrophoben Seitenketten. Die dritte Region wird
dominiert von elektrostatischen Wechselwirkungen.
Abbildung 4.1: Kalottenmodell des IL-11R (A) und IL-11 (B) im IL-11/IL-11R-Komplex.
Aminosäurereste der molekularen Oberfläche sind farbig dargestellt (rot: aromatisch; gelb:
hydrophob; blau: geladen). Reste die an der Liganden/Rezeptor-Interaktion teilnehmen, sind
farbig beschriftet. Die beiden hydrophoben Cluster im IL-11R werden durch die Reste F187,
W188 (D2) und F298, L253 (D3) gebildet. Im IL-11 ist die hydrophobe Tasche (gebildet aus
den Resten T46, L50, L185, V189, L193) zu erkennen. Die hydrophoben Regionen im IL-
11R und IL-11 sind von ionischen Seitenketten umgeben.
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Obwohl die Mechanismen der Rezeptorerkennung von IL-11, IL-6 und GH
vergleichbar sind, ist der Aufbau eines signalkompetenten Komplexes
unterschiedlich. Ein GH-Molekül bindet über zwei Bindungsstellen, site I und site II,
zwei identische signaltransduzierende Rezeptorketten. Interessanterweise benutzen
beide Rezeptorketten identische Aminosäuren, um an zwei unterschiedliche Epitope
des Liganden zu binden (Clackson und Wells, 1995; De Vos et al., 1992; Wells,
1996). Jedoch unterscheiden sich beide Epitope in ihrer freien Bindungsenergie.
Daraus entstand das Paradigma, daß Zytokine ihre spezifischen Rezeptoren über
zwei Epitope rekrutieren, die äquivalent zu site I und site II im GH sind (De Vos, et
al., 1992; Wells; 1996). Für IL-11 und IL-6 wurde jedoch die Existenz von drei
unterschiedlichen Rezeptorbindungsepitopen gezeigt (Tacken et al., 1999 ; Ehlers et
al., 1994). Über site I wird im Gegensatz zum GH die nicht-signalisierende α-
Rezeptorkette IL-11R bzw. IL-6R rekrutiert. An site II bindet ein gp130-Molekül. Site
III, die kein Äquivalent im GH besitzt, kontaktiert die zweite signaltransduzierende
Untereinheit gp130.
Reste innerhalb der ZBM von IL-11R, IL-6R und GHR vermitteln die molekulare
Erkennung des Liganden über site I. Jedoch unterscheiden sich die strukturell
homologen ZBM nicht nur in ihrer Spezifität, sondern auch in der Lage des
Schwerpunktes der Ligandenbindung. Im GH/GHR-Komplex tragen beide Domänen
des ZBM gleichwertig zur Bindung bei (De Vos et al., 1992). Im IL-6/IL-6R-Komplex
hingegen ist das Ligandenbindungsepitop in die C-terminale Domäne des ZBM
verlagert und trägt 90 % der Bindungsenergie zur Ligandenbindung bei (Özbek et al.,
1998). Das molekulare Modell des IL-11/IL-11R zeigt eine ähnliche Verteilung der
Ligandenbindungsenergie wie im IL-6R. Auch hier liegt der Schwerpunkt der
Ligandenerkennung in D3. IL-11R-D2 und IL-6R-D2 dagegen, scheinen nur eine
unterstützende Funktion zu haben. Die Ig-ähnliche Domäne D1 spielt keine Rolle bei
der Ligandenbindung (Vollmer et al., 1996; Pflanz et al., 1999).
Daß sich die Ligandenbindung von IL-11R und IL-6R im Gegensatz zum GHR
weitgehend auf die dritte Domäne beschränkt, liegt an der schwach ausgeprägten
Wechselwirkung der zweiten Domäne zum AB-loop des Zytokins. Eine mögliche
Ursache dieser Restriktion ist, daß Teile des AB-loops gleichzeitig Bestandteil der
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site III sind, welche die zweite signaltransduzierende Untereinheit gp130 rekrutiert.
Im GH/GHR2 existiert diese site III  nicht. Das sequentielle alignment in Abbildung 4.2
zeigt, daß der AB-loop des IL-11 kürzer ist als der des IL-6. Im IL-11 ist daher die
Exposition der Reste im AB-loop zu D2 geringer als im IL-6. Aufgrund dieser
Resultate wurde die Hypothese aufgestellt, daß die Ligandenbindungskapazität der
dritten extrazellulären Domäne des IL-11R ausgeprägter ist als von IL-6R.
Abbildung 4.2 und 4.3 zeigen sequentielle alignments der Liganden IL-11, IL-6,
CNTF und ihrer Rezeptoren IL-11R, IL-6R, GHR von verschiedenen Spezies. Aus
den alignments geht hervor, daß die essentiellen ligandenbindenden Reste
weitgehend konserviert sind.
AB-loop
77
TLAMSAGAL......GALQLPGVLTRLRAD IL-11 human
TLAMSAGAL......GALQLPSVLTRLRAD IL-11 mouse
TLAMSAGTL......GSLQLPGVLTRLRVD IL-11 monkey
NLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITG IL-6 human
NLNLPKMAEKDGCFQSGFNEETCLVKIITG IL-6 mouse
NLNLPKMAEKDGCFQSGFNQETCLMRITTG IL-6 monkey
KLPEIQRNDGCYQTGYNQEICLLKISSGLL IL-6 pig
MPVASTDQW......SELTEAERLQENLQA CNTF human
Helix D
167
AWGGIRAAHAILGGLHLTLDWAVRGLLLLKTRL IL-11 human
AWGSIRAAHAILGGLHLTLDWAVRGLLLLKTRL IL-11 mouse
TWGGIRAAHAILGGLHLTLDWAVRGLLLLKTRL IL-11 monkey
QWLQDMTTHLILRSFKEFLQSSLRALRQM IL-6 human
EWLRTKTIQFILKSLEEFLKVTLRSTRQT IL-6 mouse
QWLQDMTTHLILRSFKEFLQSSLRALRQM IL-6 monkey
EWMKNTKIILILRSLEDFLQFSLRAIRIM IL-6 pig
LFEKKLWGLKVLQELSQWTVRSIHDLRFISSHQ CNTF human
Abbildung 4.2: Sequentielles alignment  von IL-11 und IL-6 verschiedener Spezies mit
CNTF, das als Vorlage zur Generierung des IL-11-Modells diente. Gezeigt sind Bereiche
aus dem AB-loop und der Helix D. Farbig markiert sind diejenigen Reste, welche an der
Liganden/Rezeptor-Interaktion der korrespondierenden Komplexe beteiligt sind (gelb:
hydrophob, blau: positiv geladen; rot: negativ geladen). Balken über der Sequenz markieren
α-Helices.
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EF-loop
182
VHGAEFWSQYRINVTEVNP IL-11R human
VHGAEFWSEYRINVTEVNS IL-11R mouse
LAVPEGDSSFYIVSMCVAS IL-6R human
VEILEGDKVYHIVSLCVAN IL-6R mouse
VEILEGDKVYHIVSLCVAN IL-6R rat
FNSSFTSIWIPYCIKLTSN GHR human
B’C’-loop F’G’-loop
243 ________ 296
PASWPC.QPHFLLKFRLQYR...............RDFLDAGTWSTWSP IL-11R human
PASWRR.QPHFLLKFRLQYR...............RDFLDAGTWSAWSP IL-11R mouse
PHSWN...SSFYRLRFELRY...............QEEF.GQGEWSEWS IL-6R human
PETWD...PSYYLLQFQLRY...............KEEL.DLGQWSEWS IL-6R mouse
PESWD...PSYYLLQFELRY...............KEEF.DIGQWSKWS IL-6R rat
PRNADI.QKGWMVLEYELQY...............KQRN.S.GNYGEFS GHR human
Abbildung 4.3: Sequentielles alignment  von IL-11R und IL-6R verschiedener Spezies
mit GHR, das als Vorlage zum Bau des IL-11R-Modells diente. Gezeigt sind Bereiche aus
dem EF-loop in D2 und dem B’C’-und F’G’-loop in D3. Farbig markiert sind diejenigen Reste,
welche an der Liganden/Rezeptor-Interaktion der korrespondierenden Komplexe beteiligt
sind (gelb: hydrophob, blau: positiv geladen, rot negativ geladen). Balken über der Sequenz
markieren β-Faltblattbereiche.
Zur experimentellen Überprüfung des molekularen Modells wurden die potentiellen
zytokinbindenden IL-11-Rezeptor-Domänen D2, D3, eine um 19 C-terminale
Aminosäuren verlängerte Version von D3 und ein Doppelkonstrukt aus einer
Kombination von D2 und D3 heterolog in E. coli exprimiert. Die Domänengrenzen
wurden auf der Grundlage des Modells definiert. Eine signifikante heterologe
Expression in E. coli konnte lediglich für die längere Version von D3 und für das
Doppelkonstrukt aus D2 und D3 nachgewiesen werden. Daß nur die Expression der
verlängerten Version von D3 bzw. von D2+D3 erfolgreich war, deutet daraufhin, daß
die C-terminale Extension für die korrekte Faltung und strukturelle Integrität von D3
notwendig sein könnte. Die nicht exprimierten Konstrukte wurden vermutlich
unmittelbar nach der Synthese proteolytisch abgebaut. Denkbar ist auch eine
Toxizität der Fremdproteine oder eine von E. coli abweichende codon usage. Ein
ähnliches Verhalten wurde für die dritte extrazelluläre Domäne des IL-6R beobachtet
(Özbek et al., 1998). Die in inclusion bodies erhaltenen rekombinanten Proteine D3
und D2+3 wurden bis zur Homogenität gereinigt und anschließend in 6 M
Guanidiniumhydrochlorid unter reduzierenden Bedingungen solubilisiert. Zur
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effizienten in vitro Renaturierung durch schnelles Verdünnen wurde ein pH von 8,0
gewählt. Bei der anschließenden Aufreinigung des Proteins durch
Gelfiltrationschromatographie stellte sich heraus, daß sowohl D3 als auch das
Doppelkonstrukt D2+D3 dazu neigten, in Lösung Dimere, höhere Oligomere bzw.
Aggregate zu bilden. Diese Tendenz konnte auch unter reduzierenden Bedingungen
und unter Verwendung des Redoxpaares Glutathion, das die Ausbildung der
thermodynamisch günstigsten Disulfidbrücken unterstützt, nicht vermieden werden.
Um Dimer- bzw. Aggregatbildung aufgrund der Ausbildung intermolekularer
Disulfidbrücken zu unterbinden, wurde in D3 das einzige Cystein durch zielgerichtete
Mutation gegen Alanin ausgetauscht, wonach eine homogene, monomere Population
von rekombinantem Protein erhalten wurde. Aufgrund des molekularen Modells
konnte sichergestellt werden, daß die Seitenkette des Cysteins an der
Ligandenbindung nicht beteiligt ist. Eine Mutagenese der Cysteine in dem
Doppelkonstrukt D2+D3 war ausgeschlossen, da vier Cysteine in D2 an der Bildung
Domänen-interner Disulfidbrücken beteiligt sind und so eine korrekte Architektur des
Proteins gewährleisten (Yawata et al., 1993). Die C248A-Mutante von D3 wurde
hinsichtlich Renaturierung und Reinigung wie Wildtyp-D3 behandelt. In
nachfolgenden spektroskopischen Untersuchungen konnte die Renaturierung des
Proteins bestätigt werden.
CD-Spektren im fernen und nahen UV-Bereich bestätigten den gefalteten Zustand
von IL-11R-D3. Die Sekundärstrukturanalyse des CD-Spektrums im fernen UV-
Bereich verifizierte die Strukturvorhersage auf der Grundlage von
Sequenzhomologien. Der β-Faltblattcharakter manifestiert sich auch in den
homologen Domänen von IL-6R und gp130 (Tab. 4.1). Diese Domänen wurden als
Fibronektin-Typ-III-Domänen beschrieben (Özbek et al., 1998; Kernebeck et al.,
1999).
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Tabelle 4.1: Sekundärstrukturanteile der dritten extrazellulären Domänen von IL-11R,
IL-6R und gp130.
β-Faltblatt α-Helix β-turn nicht-regulär
IL-11R-D3 49 % 5 % 16 % 30 %
IL-6R-D3 56 % 0 % 23 % 21 %
gp130-D3 49 % 0 % 17 % 34 %
Die durchgeführten Fluoreszenz- und NMR-spektroskopischen Untersuchungen
bestätigten den gefalteten Zustand von IL-11R-D3 auch in hochkonzentrierten
Lösungen (bis 200 nM). Für die geplante NMR-spektroskopische Strukturaufklärung
von IL-11R-D3 sind Proteinkonzentrationen von 1 mM erforderlich.
Allerdings zeigt IL-11R-D3 eine ausgeprägte Temperaturempfindlichkeit. Bereits ab
16°C ließ sich eine Denaturierung feststellen, die verstärkt bei Konzentrationen ab
200 nM auftrat. Auch die homologe dritte Domäne des IL-6R zeichnete sich durch
eine relativ niedrige Temperaturstabilität aus (Özbek et al., 1998). Die ebenfalls
homologe dritte Domäne des gp130 erwies sich dagegen als thermostabil (Müller-
Newen et al., 1997). Die geringe thermische Stabilität von IL-11R-D3 und IL-6R-D3
deutet daraufhin, daß sich im gesamten Rezeptor die Domänen gegenseitig
stabilisieren, da ein lösliches rekombinantes Konstrukt von IL-6R (bestehend aus D2
und D3) unter physiologischen Bedingungen (bis 37°C) biologisch aktiv ist (Vollmer
et al., 1996). Da die Liganden/Rezeptor-Bindung in der Familie der Klasse-I-
Zytokinrezeptoren hauptsächlich durch hydrophobe Interaktionsflächen (Clackson
und Wells, 1995) herbeigeführt werden, liegen diese Flächen bei der isolierten
Expression der Domäne frei und beeinträchtigen so vermutlich die Löslichkeit und
Stabilität des Proteins. Diese Befunde werden auch durch das molekulare Modell des
IL-11/IL-11R-Komplexes unterstützt. Durch die Zugabe von CHAPS und Glycerin
konnte im vorliegenden Fall die Temperaturstabilität von IL-11R-D3 um 10°C bzw.
13°C erhöht werden. Wahrscheinlich werden freiliegende hydrophobe Flächen durch
CHAPS und Glycerin maskiert und so vor unspezifischen hydrophoben Interaktionen,
die zur Aggregatbildung führen, geschützt. Auch könnte der überhängende C-
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Terminus von 19 Aminosäuren, ohne den die heterologe Expression von IL-11R-D3
nicht möglich war, als Ursache der niedrigen Temperaturstabilität angeführt werden:
Bei erhöhter Konzentration von IL-11R-D3 könnte dieser wenig strukturierte,
bewegliche C-Terminus zur Aggregation der Moleküle führen. Eine proteolytische
Abspaltung dieser Extension mit Hilfe von Trypsin, Carboxypeptidase C,
Metalloproteinase SMP blieb erfolglos. Carboxypeptidase C ist in der Lage, vom C-
Terminus unstrukturierter Peptide Aminosäuren abzuspalten. Die Metalloproteinase
SMP von Serratia marcescens setzt den IL-6R in löslicher Form durch limitierte
Proteolyse dicht oberhalb der Membran frei (Vollmer et al., 1996). Diese lösliche
Form von IL-6R ist biologisch aktiv. Eine Glykosylierung von IL-11R-D3 als
Stabilisierungsfaktor kann ausgeschlossen werden, da das Protein keine Konsensus-
Sequenz für N-Glykosylierungen enthält.
Eine Analyse der Liganden/Rezeptor-Interaktion durch Oberflächenplasmon-
resonanz bestätigte die Vorhersagen aus dem molekularen Modell. KD-Werte für den
gesamten löslichen IL-11R und für die isolierte dritte extrazelluläre Domäne lagen in
der gleichen Größenordnung. Dagegen zeigt die C-terminale Domäne von IL-6R eine
lediglich um das zehnfache reduzierte Bindungsaffinität im Vergleich zum gesamten
Rezeptor. Für die Ligandenbindung von IL-6R-D3 wurde eine KD von 385 nM (Özbek
et al., 1998), für den gesamten Rezeptor hingegen eine KD von 34 nm (Weiergräber
et al., 1995) bestimmt.
Zusammenfassend legen diese Resultate den Schluß nahe, daß die dritten
Domänen des IL-11R und des IL-6R für die Zytokinbindung ausreichend sind und
daß die jeweilige zweite Domäne dabei nur eine untergeordnete Rolle spielt. Von D2
scheint jedoch ein entscheidender Einfluß auf die strukturelle Integrität und
Stabilisierung des Gesamtproteins auszugehen. Darauf deutet die niedrige
thermische Stabilität von IL-11R-D3 und IL-6R-D3 hin. Über weitere Funktionen von
D2 kann nur spekuliert werden. Denkbar ist, daß D2 die Spezifität der
Liganden/Rezeptor-Interaktion vermittelt. D2 könnte auch an der Ausbildung einer
Interaktionsfläche zu gp130 involviert sein, da ein Komplex aus IL-6R-D3 und IL-6
nicht mit gp130 assoziiert (Özbek et al., 1998). Alternativ könnte D2 eine
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Konformationsänderung im Liganden induzieren, als Voraussetzung für die
Assemblierung des signalkompetenten Komplexes aus IL-11, IL-11R und gp130.
Die Stöchiometrie des gesamten signalkompetenten Komplexes wird noch diskutiert.
Unter Vereinigung aller bisherigen experimentellen Ergebnisse wurde ein tetramerer
Rezeptorkomplex für alle IL-6-Typ-Zytokine vorgeschlagen (Grötzinger et al., 1999)
(Abb. 4.4). In diesem Modell binden site I  und site II von IL-11 oder IL-6 an das ZBM
ihres spezifischen α-Rezeptors und des ersten gp130-Moleküls, während site /// mit
der Ig-ähnlichen Domäne des zweiten gp130-Moleküls interagiert. In dem
Aktivierungsmodell liegt gp130 als inaktives, symmetrisches Homodimer auf der
Zellmembran vor, in dem sich das ZBM und die Ig-Domänen wechselseitig
kontaktieren. Aufgrund der Symmetrie des ursprünglichen gp130-Homodimers kann
das Tetramer ein weiteres IL-6/IL-6R- bzw. IL-11/IL-11R-Assoziat binden unter
Ausbildung eines Hexamers. Der Nachweis von hexameren Rezeptor/Liganden-
Komplexen gelingt nur bei Einsatz der Bindungspartner in supraoptimalen
Konzentrationen (Ward et al., 1994; Paonessa et al., 1995). Eine glockenförmige
Dosis-Abhängigkeitskurve (Curtis et al., 1997; van Dam et al., 1993) für IL-6 und IL-
11 suggeriert folgenden Mechanismus: bei niedrigen Zytokinkonzentrationen bildet
sich ein Tetramer, bei höheren Konzentrationen erzwingt die Bindung eines weiteren
Zytokin/Rezeptor-Assoziats, unter Positionsänderung der gp130-Moleküle
zueinander, den Übergang in eine inaktive hexamere Anordung. Dieser
selbstantagonisierende Effekt zeigt einen möglichen Regulationsmechanismus des
Organismus, um überschüssigem IL-6 und IL-11 entgegenzusteuern (Curtis et al.,
1997; Müller-Newen et al., 1998). Für Insulin, das auch über homodimere
Rezeptorketten signalisiert, ist eine ähnliche selbstantagonisierende Kapazität
beschrieben worden (DeMeyts, 1994). Die Ausbildung eines hexameren Komplexes
setzt eine symmetrische Anordnung der Ligandenbindungsstellen voraus. Für
Zytokine die über heterodimere signaltransduzierende Untereinheiten signalisieren,
wie z. B. CNTF, LIF, CT-1 und OSM ist daher die Ausbildung eines Hexamers nicht
möglich. Dies spiegelt sich auch in der experimentellen Beobachtung wieder, daß
CNTF über weite Konzentrationsbereiche nicht selbstantagonisierend wirkt (Kallen et
al., 1999).
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Abbildung 4.4: Tetramer/Hexamer-Modell für den IL-6-Rezeptorkomplexes. (A) Modell
der Interaktion von IL-6/IL-6R mit gp130. Ein präformiertes gp130-Homodimer (links)
assoziiert mit einem IL-6/IL-6R-Komplex unter Bildung eines Tetramers (mitte). Die Bindung
eines weiteren IL-6/IL-6R-Assoziats führt zur Ausbildung eines hexameren
Rezeptorkomplexes (rechts). (B) Verwendete Symbole und Farbkodierung zur Darstellung
von gp130, IL-6 und IL-6R.
Neueren Daten zufolge ist die Rekrutierung der beiden gp130-Moleküle durch den
Zytokin/Rezeptor-Komplex ein sequentieller Mechanismus: Die Bindung der Ig-
Domäne des ersten gp130 an site III des Zytokins bewirkt eine
Konformationsänderung an site II (Pflanz, 1999). Diese modifizierte site II des
Zytokins kann nun ein zweites gp130 mittels seines ZBM binden unter Ausbildung
des signalkompetenten Komplexes binden. In Analogie dazu könnte die Interaktion
von IL-11R-D2 oder IL-6R-D2 mit IL-11 bzw. IL-6 eine Konformationsänderung in site
III des Zytokins induzieren. Dies wäre die Voraussetzung für die Bindung der ersten
signaltranduzierenden Untereinheit gp130.
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Perspektiven
Das molekulare Modell des IL-11/IL-11R-Komplexes bildet die Basis zur
Durchführung zielgerichteter Mutagenesestudien im IL-11R. So könnten die
essentiellen Aminosäuren für die Ligandenbindung im IL-11R identifiziert werden.
In vitro kann IL-11R-D3 verwendet werden, um die Interaktion mit gp130 zu
untersuchen. Dazu sind teilweise gereinigtes gp130 und IL-11 erforderlich. Die
kürzlich erreichte thermische Stabilisierung von IL-11R-D3 erlaubt es nun auch,
diese Interaktion in Zellkulturexperimenten zu untersuchen. Die Frage der Liganden-
spezifität und -affinität von IL-11R-D3 kann in Koimmunpräzipitations-Experimenten
mit den verschiedenen Zytokinen der IL-6-Typ-Familie studiert werden.
Die Strukturaufklärung von IL-11R-D3 ist für das mechanistische Verständnis der IL-
11/IL-11R-Interaktion von zentraler Bedeutung. Durch Etablierung der Protokolle für
die Expression, in vitro-Renaturierung und Reinigung von IL-11R-D3 wurden in
dieser Arbeit die Grundlagen für die Strukturanalyse mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie gelegt. In NMR-Bindungsversuchen könnten zusätzliche Erkenntnisse
hinsichtlich der Interaktion von IL-11 und IL-11R gewonnen werden. Damit könnten
die Aminosäurereste im Rezeptor identifiziert werden, die an der Ligandenbindung
beteiligt sind und die ihre Position Ligandenbindungs-induziert verändern. Zur
Durchführung mehrdimensionaler, heteronuklearer NMR-Experimente ist eine
gezielte Markierung des Proteins mit 15N und 13C erforderlich. Voraussetzung für die
NMR-Studien ist eine Stabilisierung der Domäne in Konzentrationen von ca. 1 mM.
Das gewonnene strukturelle und mechanistische Verständnis der IL-11/IL-11R
Interaktion aus NMR-Strukturdaten, Mutagenesestudien und molekularen,
funktionalen Interaktionstests könnte wichtige Beiträge liefern, um exemplarisch die
IL-6-Typ-Zytokin/Rezeptor-Interaktionen zu verstehen. Dieses Verständnis könnte
die Grundlage für das rationelle Design von Rezeptoragonisten und -antagonisten für
klinisch-therapeutische Anwendungen bilden.
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5  Zusammenfassung
Der Interleukin-11 Rezeptor gehört zur Familie der Hämatopoetin-Rezeptoren.
Aufgrund von Sekundärstrukturvorhersagen setzt sich der extrazelluläre Teil aus drei
Domänen zusammen: zwei C-terminale Fibronektin-Typ III ähnliche Domänen und
einer N-terminalen Ig-ähnlichen Domäne. Die beiden membranproximalen
Fibronektin-Typ III Domänen bilden das zytokinbindene Modul, daß durch vier
konservierte Cysteinreste in der N-terminalen und durch ein WSXWS-Motiv in der C-
terminalen Domäne definiert ist. Der signalkompetente Komplex setzt sich aus IL-11,
dem IL-11R und dem Glykoprotein gp130 zusammen. Obwohl in Mutagensestudien
des IL-11R-Liganden die Kontaktstellen des Zytokins für die Rezeptorbindung
definiert wurde, war bislang nur wenig über die Kontaktstellen in dem
Rezeptormolekül bekannt. Um die strukturellen Elemente des IL-11R zu
charkterisieren, die für die Ligandenbindung verantwortlich sind, wurde ein
molekulares Modell des IL-11/IL-11R-Komplexes auf der Grundlage der
Kristallstruktur des hGH/hGHR-Komplexes generiert. Mit Hilfe dieses molekularen
Modells konnten die für die Ligandenbindung verantwortlichen Aminosäurereste in
der dritten extrazellulären Domäne des IL-11R lokalisiert werden. Die Analyse der
molekularen Interaktion von IL-11 und IL-11R ergab, daß der dritten Domäne der
Hauptbeitrag der Bindung zuzuordnen ist. Um diese Vorhersage experimentell zu
belegen, wurde diese Domäne heterolog in E. coli exprimiert, renaturiert und
gereinigt. Die Renaturierung wurde durch CD- und NMR-Spektroskopie bestätigt.
Durch Messungen der Fluoreszenzanisotropie wurde der monomere Zustand des
Proteins auch in konzentrierter Lösungen verifiziert. Mit Hilfe von
Oberflächenplasmonresonanz-Experimenten wurde gezeigt, daß die Affinität der
dritten Domäne zum Liganden in der gleichen Größenordnung liegt wie die des
gesamten Wildtyp-IL-11R. Damit konnten die Vorhersagen des Modells bestätigt
werden. Die durchgeführten NMR-Experimente sind die Basis für die Aufklärung der
dreidimensionalen Struktur der zytokinbindenden Domäne des IL-11R.
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